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LA RESPUESTA ALÉRGICA
La respuesta alérgica ha sido definida como una respuesta excesiva y alterada del
sistema inmune frente a determinados antígenos, por lo general inocuos, llamados
alergenos. Las reacciones alérgicas o de hipersensibilidad, se pueden clasificar siguiendo
distintos criterios:
1.- Tipo de respuesta inmune celular.
2.- Tiempo que tardan en aparecer los síntomas. Si éstos se producen unos minutos después
de la exposición al antígeno se denomina reacción inmediata; si comienzan después de
varias horas es una reacción tardía, y si aparecen una vez han pasado varios días, se
denomina reacción retardada. 
3.- Patrón clínico de la enfermedad. Según este criterio, las reacciones de hipersensibilidad
pueden clasificarse como Tipo I-IV. Las reacciones de Tipo I dependen de la interacción
entre el antígeno y los anticuerpos IgE unidos a mastocitos. La causa de dicha reacción es
la liberación de histaminas y otros mediadores químicos y los síntomas asociados ocurren
inmediatamente. Las reacciones de Tipo II son reacciones citotóxicas entre el antígeno
unido a células y los anticuerpos circulantes IgM o IgG. En el Tipo III se incluyen aquellas
reacciones inmunes complejas entre el antígeno circulante y anticuerpos IgG. El Tipo IV
es una reacción inmune celular mediada por linfocitos, que reaccionan con células que
contienen el antígeno, vía citoquinas. 
Según estas clasificaciones, la alergia atópica es una reacción de hipersensibilidad
inmediata de Tipo I. 
Los procesos alérgicos están experimentando una creciente incidencia clínica en la
población mundial, habiéndose estimado que afectan al 20% de los habitantes de los países
desarrollados [Hopkin, 1997]. Aunque las bases moleculares y celulares de estos procesos
no se conocen con exactitud, la secuencia de acontecimientos en el desarrollo de la
hipersensibilidad se puede considerar dividida en dos etapas: sensibilización y provocación
(figura 1).
Etapa de sensibilización. Cuando se produce la entrada del antígeno (alergeno),
bien sea inhalado, ingerido o inyectado, es presentado al sistema inmune que lo reconoce
como extraño, lo que desencadena la producción de anticuerpos IgE. Las moléculas
alergénicas atraviesan las mucosas y acceden a las estructuras linfáticas transportadas por
unas células denominadas en su conjunto Células Presentadoras de Antígeno (APCs).
Dichas células se han identificado como macrófagos, monocitos y células dendríticas. En
los individuos que sufren procesos alérgicos, estas células se encuentran en grandes
cantidades en las mucosas, en los ganglios linfáticos y en todas aquellas zonas en que existe
una alta concentración de antígenos. Las moléculas del alergeno sufren un doble
reconocimiento. Por un lado las células B en reposo reconocen al antígeno intacto gracias
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a los receptores que poseen en su membrana (inmunoglobulinas) resultando activadas
(respuesta independiente de linfocitos T). Por otro, las APCs procesan las moléculas
antigénicas y las presentan en la superficie celular en forma de fragmentos peptídicos
asociados a las moléculas del sistema de histocompatibilidad de tipo II (MHC-II o HLA-II
en humanos). Las APCs presentan el alergeno procesado a los linfocitos T en reposo
promoviendo la diferenciación de éstos a células colaboradoras de tipo 2 (Th2) las cuales
producen, entre otras citoquinas, la interleuquina 4 (IL-4). Esta interleuquina actúa sobre
los linfocitos B induciendo su activación y diferenciación a células plasmáticas productoras
de IgE (respuesta dependiente de linfocitos T). Los receptores de IgE de alta afinidad
(FcgRI) están presentes en la superficie de mastocitos y basófilos y su concentración es alta
en los individuos atópicos con elevados niveles de IgE en plasma. De esta forma los FcgRI
de mastocitos y basófilos están ocupados de forma permanente por las IgE y, por tanto,
listos para reaccionar en el próximo contacto con el alergeno.
Figura 1: Representación esquemática de la secuencia de acontecimientos en la hipersensibilidad inmediata.
Etapa de provocación. Una nueva exposición al alergeno da lugar a que éste entre
de nuevo en contacto con las células del sistema inmune que poseen en su superficie IgE
específicas frente a ese alergeno. La unión del mismo a las IgE provoca en la membrana de
mastocitos y basófilos el entrecruzamiento de los receptores FcgRI. Este hecho desencadena
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la desgranulación de estas células, y la consiguiente liberación, e incluso síntesis, de gran
variedad de mediadores tales como la histamina, prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos, factor activador de plaquetas, serotonina, citoquinas y algunas proteasas. La
acción de estos mediadores sobre diversos tejidos es la responsable de la sintomatología
asociada a la alergia: rinitis, asma bronquial, conjuntivitis, urticaria, eczema, dermatitis
atópica y trastornos gastrointestinales. En su forma más severa puede llegar a ocasionar la
muerte del individuo por obstrucción de las vías respiratorias y colapso cardiovascular
(shock anafiláctico).
Unos minutos después de entrar en contacto con el alergeno, y como consecuencia
de la desgranulación de los mastocitos, se desencadena la respuesta alérgica temprana.
Cuando la exposición al alergeno ha sido grande, la fase temprana es seguida por una fase
tardía provocada por la acumulación de eosinófilos y otras células inflamatorias atraídas
hacia la zona de la reacción alérgica por factores quimiotácticos [Carlson y col., 1992]. A
este proceso se le considera el principal responsable de la hiperreactividad inespecífica.
Dicha hiperreactividad se traduce en la aparición de síntomas frente a numerosos irritantes
directos como el frío, los productos contaminantes, el tabaco, etc. y la persistencia de los
mismos más allá de la exposición al alergeno.
 
INDIVIDUOS ATÓPICOS
Los individuos atópicos son aquellos que presentan una predisposición hereditaria
a producir niveles elevados de anticuerpos IgE en respuesta a la exposición de pequeñas
cantidades del alergeno, moléculas por otra parte inocuas para una mayor parte de la
población. Sin embargo, la manifestación de la alergia parece ser el resultado no sólo de
factores genéticos sino también de factores medioambientales, como son la dieta o niveles
altos de los alergenos en el ambiente, así como la exposición a sustancias adyuvantes que
potenciarían el proceso de sensibilización.
Factores genéticos
Las enfermedades alérgicas presentan un componente familiar que sugiere la
existencia de una base genética [Ballesta y col., 1998]. Estudios realizados con hermanos
gemelos han demostrado que la probabilidad de que ambos presenten una enfermedad
alérgica es mucho mayor en hermanos monocigóticos que en hermanos dicigóticos y que
el patrón hereditario es del 75% [Duffy y col.,1990]. Estudios sobre la prevalencia del asma
en familias han apuntado hacia la influencia de pocos genes con un fuerte efecto
(oligogenia) más que hacia la influencia de muchos genes con efecto aditivo (poligenia)
[Jenkins y col., 1997]. El análisis del factor hereditario de los niveles de IgE en suero, que
es el principal marcador del estado atópico, se ha asociado también a genes de fuerte efecto
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[Blumenthal y col., 1981]. 
Se ha sugerido que hay al menos dos tipos de mecanismos implicados en la
inmunogenética de las enfermedades alérgicas: el control genético de los niveles totales de
IgE y el de la respuesta inmune específica. Cookson y col. [1989] dedujeron que la atopia
era transmitida de forma dominante, existiendo un único locus de susceptibilidad principal,
localizado en el brazo corto del cromosoma 11 (11q). Sin embargo, la asociación entre el
cromosoma 11 y la atopía no se ha confirmado en trabajos posteriores [Lympany y col.,
1992]. Últimamente se ha planteado que varios genes que codifican distintas citoquinas
podrían ser los principales candidatos en el control de la respuesta de IgE. Quizás el más
relevante en esta regulación sería el gen de la IL-4, que junto con el de IL-5 e IL-3,
regularían la producción de IgE de forma no dependiente del antígeno [Marsh y col., 1994].
Dichos genes mapean muy próximos. En cuanto a la genética de la respuesta inmune
específica, los diferentes estudios se han centrado en el análisis de los puntos claves del
reconocimiento del antígeno a través del receptor de las células T. En este sentido, la
utilización de las distintas técnicas de tipificación en estudios de población de individuos
alérgicos ha permitido establecer asociaciones entre los antígenos de HLA-II y la respuesta
IgE específica a distintos alergenos. Dicha relación se ha descrito, por ejemplo, entre el
alergeno Amb a V y HLA-DR2/Dw2 [Marsh y col., 1982], Lol p I y Lol p II con HLA-DR3
[Freidhoff y col., 1988] y Ole e 1 con los haplotipos DR7 y DQ2 [Cárdaba y col., 1996].
Sin embargo, en otros estudios no se ha encontrado ninguna relación [Li y col., 1995; Ebner
y col., 1995a]. Debido a la discrepancia en los resultados existentes hasta la fecha, la
relación entre genes concretos y la patología atópica no está claramente establecida.
Otros estudios epidemiológicos han puesto en evidencia que el fenotipo de la madre
ejerce una influencia directa sobre la herencia del asma y la alergia [Moffatt y Cookson,
1998]. Así, la presencia de elevados niveles de IgE en sangre y prueba cutánea positiva en
niños se ha asociado en todos los casos con madres atópicas.
 
Otros factores de riesgo
Estudios sobre la prevalencia de enfermedades alérgicas dependiendo del sexo y
edad han demostrado que hay una predominancia dentro del sexo masculino, encontrándose
más personas afectadas con edades comprendidas entre los 15 y 30 años y viéndose que los
síntomas desaparecen con la edad.
El mes de nacimiento y la edad de comienzo de ingesta de un determinado alimento,
también parece influir en el desarrollo de la alergia, ya que durante los primeros meses de
vida, cuando el sistema inmune está inmaduro, existe un mayor riesgo de sensibilización
frente a alergenos presentes en la comida o en el ambiente. Incluso algunos estudios
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apuntan al hecho de que los niños nacidos en la época de polinización tienen mayor
probabilidad de sufrir alergia al polen durante su vida [Holt y col., 1990].
Las enfermedades atópicas también se han asociado con las infecciones que sufren
los niños en la infancia, y con los cambios en la flora bacteriana del sistema digestivo
asociada con una forma de vida “más limpia” [Bjorksten, 1999]. Se ha argumentado que
el sistema inmune debe ser entrenado igual que nuestro sistema nervioso. Y, puesto que
actualmente se trata farmacológicamente y de forma inmediata las infecciones bacterianas
y virales, se puede producir una desviación inmune siendo el resultado la alergia y otras
enfermedades inmunológicas.
La leche materna también juega un papel importante en el desarrollo del sistema
inmune. Hay estudios que evidencian que la alimentación con leche materna protege del
desarrollo de enfermedades alérgicas [Saarinen y Kajosaari, 1995] así como otras
infecciones respiratorias y gastrointestinales [Pabst, 1997]. Además con esta alimentación
se reduce la exposición a los alergenos que contiene la leche de vaca.
Adyuvantes
En la búsqueda a una respuesta a porqué durante las últimas décadas se ha
producido un aumento en la incidencia de las enfermedades alérgicas, se han realizado
estudios que responsabilizan a determinados factores como son la contaminación ambiental
y el humo del tabaco, como potenciadores del proceso de sensibilización alergénica.
Aunque se ha demostrado que la contaminación ambiental puede aumentar la
respuesta alérgica potenciando sus síntomas durante la exposición a los alergenos [von
Mutis, 1999], no hay tanta evidencia de que influya en el aumento del número de personas
alérgicas. Como ejemplo tenemos los estudios posteriores a la reunificación realizados
entre la población alemana, en los que se ha comprobado que el número de personas
alérgicas era menor en las ciudades del este, donde los niveles de contaminación eran
mayores que en las ciudades del oeste [von Mutis y col, 1994; Nowak y col., 1996]. Otros
estudios realizados en distintas poblaciones o áreas geográficas han corroborado estas
observaciones [Braback y col., 1994; Braback y col., 1995]. Estos hallazgos sugerían que
pueden ser las partículas asociadas con el aumento del tráfico de coches, característico de
las ciudades del oeste, las causantes del aumento del número de alérgicos. Por ejemplo,
existen ciertos estudios que demuestran que las partículas resultantes de la combustión de
la gasolina tienen la capacidad de absorber y, por tanto, concentrar en su superficie
moléculas alergénicas, actuando como transportadores y aumentando su acumulación en
el pulmón [Knox y col., 1997]. El efecto derivado de este proceso es el incremento tanto
de la dosis como, posiblemente, de la antigenicidad de los alergenos. Otros estudios
apuntan a que la exposición al diesel después de la exposición al antígeno conlleva un
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aumento en la expresión de las citoquinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13)
[Díaz-Sánchez y col., 1997].
Por otra parte, se ha comprobado que la exposición pasiva al humo del tabaco
aumenta la probabilidad de sufrir enfermedades respiratorias, tales como bronquitis y
neumonía, así como una disminución de la capacidad pulmonar y un aumento significativo
en la sintomatología clínica de los niños asmáticos. Actualmente hay numerosos estudios
que evidencian que la exposición al humo del tabaco es, además, un factor de riesgo para
la aparición de nuevos casos de individuos con enfermedades alérgicas que no habían
presentado síntomas anteriormente [Cook y col., 1999]. 
Por tanto, los factores medioambientales pueden jugar un papel importante en el




Los alergenos son antígenos, la mayoría de ellos de naturaleza proteica, capaces de
provocar una reacción alérgica de Tipo I, mediada por IgE. Sin embargo, todavía no se ha
podido dar respuesta a la pregunta de porqué algunas proteínas son alergenos y otras no.
Todos los alergenos descritos hasta la fecha poseen características físicas y moleculares
distintas, no siendo ninguna de ellas atribuibles de forma exclusiva a su naturaleza
alergénica. Aún así, se pueden encontrar ciertas propiedades comunes. Son proteínas o
glicoproteínas con un tamaño comprendido entre 5 y 70 kDa. El límite inferior lo determina
el mínimo grado de complejidad molecular necesario para que sea una molécula
inmunogénica y el límite superior la capacidad para atravesar la membrana de las mucosas
[Mygind y col., 1996]. Además, han de ser proteínas muy solubles, y estables en los fluidos
corporales. Así, vemos que la capacidad de un material biológico para inducir alergia
guarda relación directa con su grado de accesibilidad al organismo. Por ello, los alergenos
más comúnmente asociados a enfermedades atópicas son los inhalados (aeroalergenos) y
los ingeridos (alergenos alimentarios). Otras importantes fuentes biológicas de alergenos
actúan por inyección o por contacto, como son el veneno de insectos y el látex (tabla 1). 
El patrón alergénico de los extractos biológicos puede ser muy simple conteniendo
un número pequeño de alergenos como ocurre en los venenos de avispas, o bien muy
complejo, encontrándose un elevado número de alergenos, como por ejemplo en el polen
de olivo, que se pueden clasificar como principales o secundarios en función de la
frecuencia con la que son reconocidos por una población de pacientes alérgicos. Así, un
alergeno es principal cuando es reconocido por más del 50% de los pacientes [King y col.,
1964], en otro caso se califica de secundario. En cada fuente alergénica se pueden encontrar
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uno o más alergenos principales. Los alergenos conocidos reciben un nombre sistemático
siguiendo la nomenclatura de la IUIS (International Union of Immunology Societies) [King
y col., 1994].
Tabla 1- Principales fuentes biológicas de  alergenos.
Alergenos aerotransportados
       Pólenes Gramíneas Phleum pratense, Lolium  perenn e, Poa p ratensis ,
Dactylis glomerata, Cynodon dactylon
Arbustos Chenopodium album , Parietaria  judaica, S alsola
pestifer, Salsola kali, Ambro sia artemisifo lia,
Mercur ialis annua, Artemisia vulgaris, Heliantus
annuus
Árboles Betula  verrucosa, Alnu s glutinosa, Carpin us betulus,
Corylus avellana , Cupressu s arizonica , Juniperus
oxicedrus,  Olea europaea
       Ácaros Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae, Blomia  tropicalis , Lepidoglyp hus destructor,
Acarus siro




       Hongos y levaduras Al t e r n a r i a  a l t e r n a t a ,  A s p e r g i l l u s f u m i g a t u s,
Cladosporium herbarum, Candida albicans
       Insectos Cucaracha Blatella germanica
Mosq uito Chironomus thumi thumi
       Semillas Harinas Secale cereale, Hordeum vulgare, Triticum aestivum
Alergenos inyectados
       Veneno de insectos Véspidos Apis me llifera, Vespu la vulgar is, Polistes an nularis
Hormigas Soleno psis invicta
Alergenos ocupacionales Látex Hevea  brasiliensis
Alergenos ingeridos
(alimentos)
Leche, huevos, pescado, marisco, frutos secos (nueces,
cacahuetes y otros), frutas (manza na, meloco tón, kiwi,
melón y otras), derivados de cereales, sem illas,
especias (ajo, canela, mostaza y otras).
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Una molécula alergénica contiene un número determinado de epítopos
(determinantes antigénicos), constituidos por un número variable de residuos que oscila,
generalmente, entre 8 y 15, y que pueden ser continuos o discontinuos, dependiendo de si
están formando una secuencia continua en la estructura primaria de la proteína o si su
proximidad está determinada por la estructura tridimensional de la misma. De forma que
cada paciente puede responder a distintos alergenos contenidos en una misma fuente
biológica [Ansari y col., 1987; Rodríguez y col., 1998], y también reconocer distintos
epítopos (dentro de la misma molécula) diferentes de los que reconozca otro paciente
[Ebner y col., 1993; Rogers y col., 1994]. Esta variación en la respuesta parece estar
determinada genéticamente. No obstante, la respuesta de cada individuo parece ser
constante en el tiempo. Aunque la respuesta específica de IgE puede cambiar
cuantitativamente, no se han observado cambios cualitativos [Ipsen y col., 1988].
Reactividad cruzada
La reactividad cruzada es un proceso por el cual las IgEs de un paciente producidas
frente a un determinado alergeno pueden ser reactivas frente a otro alergeno con el que el
individuo no ha entrado previamente en contacto. Para que se produzca reactividad cruzada
entre dos o más alergenos, es necesario que haya una similitud estructural entre ellos, luego
todas aquellas proteínas homólogas, presentes en distintas fuentes biológicas, serían
candidatas para presentar reactividad cruzada. En la reactividad cruzada pueden estar
implicados determinados epítopos que comparten distintos alergenos sin que la similitud
estructural en el resto de la proteína sea elevada. Como ejemplo, encontramos los alergenos
que unen calcio en los que se ha descrito un epítopo en el sitio de unión al Ca2+. La
significación clínica de esta respuesta no es siempre la misma, puede variar desde producir
síntomas clínicos al primer contacto hasta no producir ninguna sintomatología pese a ser
reconocido por las IgE del individuo alérgico. 
A las proteínas con un alto nivel de similitud estructural o funcional, que se
encuentran en diferentes fuentes alergénicas y que son responsables de fenómenos de
reactividad cruzada, se les denomina panalergenos.
Alergenos con actividad bioquímica
Aeroalergenos
Las fuentes biológicas más comunes de aeroalergenos son pólenes de árboles,
arbustos y gramíneas, ácaros, esporas de hongos y epitelios de animales domésticos. 
Gracias a los avances en las técnicas bioquímicas y de biología molecular, en la
actualidad se conoce la secuencia completa de más de 100 aeroalergenos de distintas
fuentes. El estudio de éstos ha llevado a demostrar que muchos poseen actividad biológica,
     INTRODUCCIÓN      9
llegándose incluso a sugerir que esta actividad podría contribuir a las propiedades
inmunogénicas de los alergenos. Tal es el caso del alergeno Der p 1, del ácaro
Dermatophagoides pteronyssinus, cuya actividad cisteín proteasa parece estar directamente
relacionada con el aumento de la permeabilidad de las membranas del epitelio,
facilitándose así la captación del alergeno [Herbert y col., 1995]. También se ha
comprobado que Der p 1 es capaz de degradar los receptores de baja afinidad de IgE
(CD23) y los receptores de IL-2 (CD25) [Hewitt y col., 1995; Schulz y col., 1995]
provocando una falta de regulación en la respuesta alérgica y aumentando la producción de
IgE [Shakib y col., 1998]. Resulta, por tanto, interesante comprobar que muchos alergenos
tienen actividad proteolítica.
    Tabla 2- Resumen de los principales grupos de aeroalergenos con actividad bioquímica conocida.
Actividad bioquímica  Alergenos
Enzimas hidrolíticas
Proteasas Serinproteasas   Der p 3, Der f 3, Der p 6, Der f 6, Der p 9
  Cisteinproteasas Der f 1, Der p 1
Aspartatoproteasas Bla g 2
Glicosidasas Amilasas Der p 4, Asp o 2
Polimetilgalacturonidasa Cry j 2, Phl p 13
Ribonucleasas Hor v 5 , Lol p5, P hl p 5, Dac  g 5, Asp f 1
Enzimas no hidrolíticas
Aldehído deshid rogenasa Alt a 2
Glutatión transferasa Der p 8
Peptato liasas Amb a 1, Amb a 2, Cry j 1
Inhibidores enzimáticos
Inhibidores de tripsina Ory s 1, Ric  c 1, BM AI-1, BD AI-1
Inhibidores de "-amilasa CM16, WMAI-1
Proteínas  de transpo rte
Citocromo C Lol p 10, Poa p 10, Cyn d 10
Lipocalinas Bla g 4, Mus m 1, Rat n 2
Proteínas reguladoras
Profilinas Ole e 2, Bet v 2,
Tropomiosinas Der p 10, Der f 10, Lep d 10
Alergenos ligantes de Ca2+ Ole e 3, Ole e 8, Bet v 3, Jun o 2, Cyn d 7,
Aln g 4, Phl p 7
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Los alergenos se pueden agrupar en función de sus distintas actividades biológicas
bien demostrada experimentalmente o por su homología con proteínas de función conocida
[Stewart y Thompson, 1996]. Estos grupos incluyen enzimas hidrolíticas y no-hidrolíticas,
inhibidores enzimáticos, proteínas implicadas en el transporte y proteínas reguladoras (tabla
2). En cualquier caso, existen muchos alergenos principales cuya actividad bioquímica se
desconoce. Entre ellos se encuentran algunos alergenos del polen de árboles,
principalmente del grupo 1.
Alergenos de alimentos
En primer lugar, y antes de abordar el análisis de las características particulares de
los alergenos implicados en la alergia a alimentos, es importante distinguir dos formas de
alergia (clase 1 y clase 2) basándose en los síntomas clínicos, las características de los
alergenos y los mecanismos inmunológicos que se producen. En la clase 1, en la que el
proceso de sensibilización se produce en el tracto intestinal, cabe destacar la resistencia a
la digestión gástrica de estos alergenos [Astwood y col., 1996]. Afecta principalmente a
niños y las fuentes más importantes de alergenos son la leche de vaca, los huevos y las
legumbres. En la clase 2 se incluyen principalmente adultos que desarrollan alergia como
consecuencia de una sensibilización previa a aeroalergenos. Por tanto, la base inmunológica
que subyace a este tipo de alergia alimentaria es el fenómeno de la reactividad cruzada, que
puede manifestarse clínicamente o resultar irrelevante [Bircher y col., 1994; Ebner y col.,
1995b]. La alergia a alimentos ha adquirido una mayor relevancia durante la última década
debido al incremento en el número de afectados por alergias a aeroalergenos.
Como consecuencia de que hayan aumentado el número de personas afectadas por
alergias alimentarias, durante los últimos años se ha aumentado, también, el estudio de los
alergenos de alimentos vegetales, lo que ha llevado a la conclusión de que muchos de ellos
son proteínas relacionadas con los mecanismos de defensa de las plantas, [Breiteneder y
Ebner, 2000; Hoffman-Sommergruber, 2000] llamadas PR- proteins (Pathogenesis-Related
Proteins), cuya expresión se induce como respuesta a la invasión de patógenos, a
determinadas situaciones de estrés u otros daños. Estas proteínas se han clasificado en 14
familias. Algunas de estas proteínas se expresan de forma constitutiva en algunos órganos
o durante el desarrollo de las plantas, no siendo estrictamente proteínas de defensa, a éstas
se les denomina proteínas similares a las de defensa frente a patógenos “PR-like proteins”.
Como ejemplo, de alergenos homólogos a proteínas de defensa encontramos las quitinasas
(PR-3; PR-4), proteínas similares a taumatinas (thaumatin-like proteins) (PR-5) o las LTPs
(Lipid Transfer Proteins) (PR-14) que son proteínas implicadas en el transporte de lípidos
de los liposomas a la mitocondria (tabla 3). Las enzimas  $-1,3-glucanasa (familia PR-2)
[Alenius y col., 1995] junto con las quitinasas [Blanco y col., 1999] han sido relacionadas,
recientemente, como posibles responsables de la reactividad cruzada existente entre látex
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y frutas como el plátano, el kiwi, el aguacate y la castaña [Brehler y col., 1997; Yagami y
col., 1998].
Tabla 3- Alergenos de alimentos homólogos a proteínas de defensa.
Clasificación Alergeno/Fuente alergénica Refere ncia
$-1,3-glucanasa (tipo PR-2) Frutas/vegetales Yagami y col., 1998
Quitinasas (tipo PR-3; PR-4) Pers a 1/ ag uacate Sowka y col., 1998a
Proteínas tipo taumatinas Pru av 2 / cereza Inschlag y col., 1998
(tipo PR-5) Mal d 2 / manzana Hsieh y col., 1995
P23 / pim iento Jensen- Jarolim y col., 1998
Proteínas de resistencia a Mal d 1/ manzana Vanek-Krebitz y col., 1995
enfermed ades de la p lanta Pru av 1 / cereza Scheurer y col., 1997
(tipo PR-10) Pru ar 1 / albaricoque Pühringer, AF020784*
Pyr c 1 / pera     Karamloo, AF057030*
Api g 1/ ap io Breiteneder y col., 1995
Dau c 1/ z anahoria Hoffmann y col., 1999
pcPR  / perejil; pST H / patata Hoffman y col., 1997
LTPs (tipo PR-14) Pru p 3 / melocotón Pastorello y col., 1999a
Mal d 3 / manzana Pastorello y col., 1999b
* EMBL/GenBank accesion number
Aparte de los alergenos con homología a proteínas de defensa, se conoce la función
biológica de otros alergenos de alimentos. Muchos de ellos tienen la misma función ya
descrita para algunos aeroalergenos. Entre ellos cabe destacar los alergenos pertenecientes
a la familia de inhibidores de proteasas y "-amilasas como, por ejemplo, Sec c 1 [García-
Casado y col., 1996], Hor v 1 [Mena y col., 1992], CM16 [Barber y col., 1989] y RAP
[Izumi y col., 1992], alergenos de centeno, cebada, trigo y arroz, respectivamente. Las
profilinas, reconocidas como panalergenos en plantas [Valenta y col., 1992], también se
encuentran en frutas como la manzana, pera, zanahoria, apio, patata, tomate, calabaza y
cacahuete [van-Ree y col., 1992; Petersen y col., 1996; Fritsch y col., 1997; Kleber-Janke
y col., 1999]. Las proteínas de almacenamiento en semillas como son la albúmina 2S y las
globulinas son alergénicas en la mostaza, Sin a 1 [Menéndez-Arias y col., 1988] y Bra j 1
[Monsalve y col., 1993] y en el cacahuete, Ara h 1[Burks y col., 1991]. Por último, también
hay descritos alergenos con actividad proteolítica en frutas como el kiwi, Act c 1
[Pastorello y col., 1998]. Durante los últimos años se han descrito muchos alergenos
procedentes de distintas fuentes con la misma actividad bioquímica y causantes de
reactividad cruzada entre las mismas.
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Proteínas de defensa (PR 2): $-1,3-glucanasa 
Las enzimas endo-$-1,3-glucanasas (PR-2) pertenecen a la familia 17 de la
superfamilia de las enzimas hidrolíticas glicosil-hidrolasas. Puesto que con la infección de
plantas se induce la expresión de los genes de $-1,3-glucanasas, y ya que éstas tienen la
capacidad para hidrolizar glucopolímeros $-(1-3) presentes en la pared celular de hongos,
se propuso que estas enzimas, junto con otras enzimas hidrolíticas como son las quitinasas,
forman parte de los mecanismos de defensa de las plantas frente a patógenos. Con
posterioridad se han descubierto genes de $-1,3-glucanasas que se expresan durante
procesos del desarrollo de plantas sanas [Gruner y Pfitzner, 1994; Regalado y Ricardo,
1996], como la germinación [Casacuberta y col., 1992], la senescencia [Hanfrey y col.,
1996], la floración [Lotan y col., 1989; Ori y col., 1990; Cote y col., 1991; van Eldik y col.,
1996], la maduración de la fruta [Hinton y col., 1980; Peumans y col., 2000] y el
crecimiento del tubo polínico [Roggen y col., 1969; Ori y col., 1990]. Por tanto, estas
enzimas podrían tener funciones específicas durante los procesos normales de desarrollo
de las plantas. Más recientemente se les ha atribuido, también, actividad alergénica.
Las $-1,3-glucanasas son proteínas abundantes y ampliamente distribuidas en
plantas que se caracterizan por presentar isoformas y varían en su punto isoeléctrico, en su
tamaño, en su localización celular y tisular y en su patrón de regulación. Así, se han
dividido en cuatro grandes grupos basándose en éstas diferencias [Ward y col., 1991; van
Eldik y col., 1996] (tabla 5). Las proteínas de la Clase I tienen un punto isoeléctrico básico
y se localizan en las vacuolas de las células vegetales. Su RNA se acumula en hojas
maduras y en raíces como respuesta al ataque de patógenos [Linthorst y col., 1990]. La
Clase II son proteínas de punto isoeléctrico ácido que son secretadas al espacio extracelular.
Estas enzimas, al igual que las de la clase I, no se encuentran en hojas sanas y se acumulan
como respuesta a procesos patogénicos, su actividad enzimática es inferior a las de la clase
I y parece que su función es liberar otras sustancias intermediarias que contribuyan en la
actividad antifúngica, más que atacar directamente a los hongos que infectan la planta
[Ward y col., 1991]. Las $-1,3-glucanasas que pertenecen a la Clase III son proteínas ácidas
y están diferenciadas de la clase II debido a ausencia de homología de secuencia entre ellas,
aunque también se inducen durante procesos infecciosos [Payne y col., 1990]. Finalmente,
se han descrito dos $-1,3-glucanasas ácidas, sp41a y sp41b, que se acumulan en el estilo
del tabaco pero que no se inducen por patógenos [van Eldik y col., 1996]. Aunque estas
proteínas tienen una identidad del 80% con las $-1,3-glucanasas de clase II, se les ha puesto
en otra clase (Clase IV) por no presentar un patrón de expresión relacionado con procesos
patogénicos.
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     Tabla 5: Clasificación de las enzimas $-1,3-glucanasas
Clase Masa molecular
(kDa)
pI Localización celular Inducción por
patógenos
I 33-34 básico vacuolar Si
II 35-41 ácido secretadas Si
III -35 ácido secretadas Si
IV -35 ácido secretadas No
POLINOSIS
La polinosis o alergia a pólenes, tiene una gran relevancia clínica por tratarse, junto
con los ácaros del polvo, de la alergia más frecuente. Los órganos que se ven afectados son
la conjuntiva y las vías respiratorias superiores por lo que la manifestación clínica clásica
la constituyen los ataques de rinitis y conjuntivitis alérgica (fiebre del heno), siendo
también frecuente la aparición de asma. La incidencia de la polinosis está muy influida por
los factores ambientales (principalmente los que caracterizan la zona fitogeográfica tomada
en consideración) y por las características del polen.
El polen
El grano de polen es la célula sexual masculina necesaria para la reproducción de
las plantas con semillas (espermatofitas). El polen se forma en los sacos polínicos
(microesporangio) de las anteras por división meiótica de una célula madre de la
microspora. El grano de polen es la microspora madura donde tienen lugar los procesos de
maduración que comienzan con una división mitótica que origina dos células denominadas
vegetativa y generativa. El núcleo de esta última se divide seguidamente para dar lugar a
dos núcleos generativos. El núcleo vegetativo es responsable del crecimiento del tubo
polínico hacia la célula huevo o megaspora, mientras que el núcleo generativo está
implicado en la fertilización y formación de la semilla.
El grano de polen maduro se encuentra rodeado por dos paredes. La interna o intina
está compuesta por celulosa y pectina, elementos que conforman el tubo polínico en el
proceso de fertilización. La capa externa o exina está compuesta por esporopolenina, un
politerpeno muy resistente a la degradación química. Los granos de polen de distintas
especies se pueden distinguir por sus características morfológicas como son la polaridad,
la forma, el tamaño, la distribución y forma de los orificios en la pared externa y la
estructura y relieve de la pared [Moore y col., 1991]. También se pueden distinguir dos
tipos de pólenes, en función del proceso de polinización en el cual estén implicados.
Entomófilos, son aquellos pólenes transportados por insectos por lo que raramente causan
polinosis, los granos de polen son grandes (hasta 100:m), esculpidos en su superficie y
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recubiertos por una sustancia denominada polenquita [Hesse, 1991] de carácter pegajoso
que facilita la adhesión de los granos de polen a las patas de los insectos que lo transportan.
Anemófilos, son los transportados por el viento por lo que poseen características que
facilitan dicho transporte: son granos pequeños 15-50:m, ligeros y en general de superficie
más lisa [Emberlin, 1997]. Estas propiedades facilitan, a su vez, el acceso a las vías
respiratorias y la penetración en las mucosas de los pacientes provocando la reacción
alérgica. Además estos pólenes se liberan en enormes concentraciones a la atmósfera para
asegurar una polinización eficaz.
Polinosis en el área mediterránea
Las características geográficas y climáticas del área mediterránea promueven el
crecimiento de una vegetación típica con la presencia de varias especies alergénicas, tales
como Parietaria judaica (Urticaceae), Olea europaea (Oleaceae), varios miembros de la
familia Cupressaceae, junto con Artemisia y varias especies pertenecientes a la familia de
las gramíneas [D'Amato y Liccardi, 1994].
El análisis del contenido en polen de muestras aerobiológicas recogidas en varias
ciudades mediterráneas permite identificar tres estaciones polínicas:
1.-  Invierno (diciembre a finales de marzo), marcada por la presencia de pólenes de árboles
como el ciprés (Cupressus sempervirens), el enebro (Juniperus communis), la mimosa
(Aacacia spp.), el abedul (Betula verrucosa) y el avellano (Corylus avellana).
2.-  Primavera y verano (abril-julio) son las estaciones más importantes desde el punto de
vista alergológico, dominadas por la polinización de gramíneas, parietaria y oleáceas.
3.-  Verano y otoño (agosto-octubre): parietaria, algunas gramíneas y otras plantas
herbáceas.
Aunque las gramíneas son la principal causa de polinosis en el área mediterránea,
otros pólenes como parietaria, oleáceas y, en menor medida, las cupresáceas, juegan un
papel importante en esta zona. En cambio en Europa central y en las zonas atlánticas las
alergias más frecuentes se dan frente a la familia betulácea, que incluye géneros como el
abedul, el avellano y el aliso [Corsico, 1993].
ALERGIA AL POLEN DE OLIVO
El olivo (Olea europaea) es un árbol longevo que ha sido cultivado por el hombre
durante más de 5000 años para la explotación de su fruto, aceite y madera. Probablemente
tiene sus orígenes en Asia Menor, desde donde se extendió por toda el área mediterránea.
Durante el siglo XVI fue introducido en el continente americano y más recientemente (siglo
XVIII y siguientes), en otras áreas con climatología parecida a la mediterránea, como son
Australia y el Sur de África [Manousis y Moore, 1988].
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Existen diversas especies de olivo. En España se han encontrado más de 165
variedades, incluyendo la forma silvestre denominada Olea oleaster [Barranco y Rallo,
1984]. Queda por elucidar si la expresión de alergenos en cada una de estas especies del
olivo es cualitativa o cuantitativamente diferente, aunque hay algunos datos que parecen
indicar que existen diferencias significativas [Waysel y col., 1996].
El polen de olivo es pequeño (entre 17-21 :m de diámetro), esferoidal, isopolar y
tricolporado. El contorno ecuatorial es subtriangular y el meridional es circular o
ligeramente elíptico. Posee una exina gruesa y reticulada, típica de la familia de las oleáceas
(figura 2).
La polinización del olivo es entomófila, pero también es anemófila cuando la
producción de polen es abundante [D'Amato y col., 1988]. El periodo de polinización,
aunque puede darse desde finales de enero hasta junio, dependiendo de la latitud y de las
condiciones climáticas locales, suele tener lugar entre mediados de abril y finales de junio.
En cualquier caso, el periodo de polinización no es muy largo, siendo su duración
aproximada de unos 40 días.
La cantidad de polen producido cada año depende de varios factores climáticos,
siendo también importante la “alternancia de producción”. Este fenómeno agronómico,
característico del olivo y de otras especies arbóreas, depende esencialmente de la
competencia entre la maduración del fruto y el desarrollo de la yema [Macchia y col.,1987].
La concentración atmosférica de polen más frecuente en el área mediterránea varía entre
100-200 granos/m3, aunque se han recogido hasta 4500 granos/m3 en aquellas zonas donde
hay grandes extensiones cultivadas de éste árbol, como Jaén en España o Apulia en Italia
[Macchia y col., 1991].   
Figura 2: Micrografía electrónica de un grano de polen de olivo. Método: el material fresco fue metalizado
con oropaladio y fotografiado en un microscopio de barrido.
         INTRODUCCIÓN16
La polinosis del olivo se caracteriza por una sintomatología severa nasal y/o
bronquial, variando enormemente entre las personas alérgicas en función del área
geográfica y el grado de cultivo de este árbol [Bousquet y col., 1984; Giulekas y col.,
1991]. Normalmente los pacientes alérgicos a olivo también lo son a otros pólenes, no
siendo frecuente la monosensibilización [Liccardi y col., 1996a] aunque se han descrito
pacientes monosensibles a olivo en Nápoles, caracterizándose porque sus síntomas están
presentes durante todo el año sin un incremento aparente durante la época de polinización
[Liccardi y col., 1996b]. Este hecho también se ha descrito en pacientes españoles [Blanco
y col., 1992; Carreira y Polo, 1995]. 
Las principales áreas de incidencia de la polinosis al olivo son el sur de Francia,
España, Italia, algunas regiones de Portugal, Grecia e Israel [Wheeler, 1992]. También se
ha descrito como causa importante de alergias en algunas zonas de América del Norte como
California y Arizona [Vinay y Lewis, 1986] y en Australia [Baldo y col., 1992]. 
En España, el olivo se distribuye preferentemente por la mitad sur, siendo muy
abundante en toda Andalucía, aunque provincias como Madrid, Toledo, Teruel, Cáceres y
Badajoz también poseen extensos olivares. El polen de olivo es, en términos generales, la
segunda causa de polinosis en España detrás de las gramíneas, llegando a ser la primera en
determinadas zonas de Andalucía como Córdoba o Jaén.
ALERGENOS DEL POLEN DE OLIVO
El patrón de componentes alergénicos (alergograma) en el polen de olivo es muy
complejo, ya que contiene un elevado número de proteínas que son reconocidas por IgE de
pacientes alérgicos a este polen. Los primeros estudios realizados con el fin de caracterizar
los alergenos del polen de olivo describen el reconocimiento de bandas proteicas con pesos
moleculares de 65, 42, 32, 19 y 17 kDa [Vela y col., 1982; Blanca y col., 1983; Lahoz y
col., 1985; Lauzurica y col., 1988a]. A las bandas de 17 y 19 kDa, las reconocidas por un
mayor número de sueros de pacientes alérgicos, 65% y 88% respectivamente [Wheeler y
col., 1990], las denominaron antígeno Olea 1 [Lauzurica y col., 1988b].
Recientemente se ha demostrado que el patrón de reconocimiento de bandas en el
extracto del polen de olivo depende del área geográfica donde viven los pacientes. Así los
pacientes de Jaén o Córdoba muestran un alergograma más complejo que los pacientes de
Madrid, donde los niveles de polen de olivo en la época de polinización son mucho
menores que en Andalucía [Rodríguez y col., 1998].
Hasta la fecha se han identificado, purificado y caracterizado ocho alergenos en el
polen de olivo que se han denominado desde Ole e 1 hasta Ole e 8 (tabla 4), según la
nomenclatura de la IUIS (International Union of Immunology Societies).
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      Tabla 4- Alergenos del polen de olivo
Nombre Masa molecular
(kDa)
NH2-terminal Homo logía Preva lencia (a)
(%) 
Ole e 1 18.5 EDVPQP PVSQ Syr v 1, Lig v 1, LAT52,
Lol p 11, Zm c13, SP 1, A.




16 MSWQAYVDD Profilinas 24*
Ole e 3 9.2 ADDPQEVAEH 
(bloqueado)
Polcalcinas 20-25
Ole e 4 32 Bloqueado ----- 80**
Ole e 5 16 VKAVTVLN SSE Superóxido d ismutasa 35**
Ole e 6 5/10.2 (b) DEAQFKDCYD ----- 10-50
Ole e 7 10.3 APSQGTVT AK LTPs 47
Ole e 8 18.8 AANTDRNSKP Jun o 2, TCH2 4-5
(a) valor dependiente de la población de sueros utilizada
(b) Masa molecular calculada a partir del clon/masa molecular aparente estimada por PAGE/SDS
* Determinado mediante inmunotición
            ** Determinado con una población de 20 personas alérgicas
Ole e 1 está considerado como el alergeno principal del polen de olivo. Se ha
purificado a partir del extracto del polen de olivo [Lombardero y col., 1992] y se ha
determinado su secuencia de aminoácidos mediante la degradación de Edman de los
péptidos resultantes de digestiones proteolíticas [Villalba y col., 1993]. La proteína consiste
en una cadena de 145 aminoácidos con una masa molecular de 16331 Da (determinado por
espectrometría de masas). Contiene un grupo glicosídico unido covalentemente a la Asn-
111 [De Cesare y col., 1993; Batanero y col., 1994a]. Debido a este carácter glicoproteico,
presenta en PAGE-SDS un patrón complejo formado por dos bandas mayoritarias de 18.5
y 20 kDa, esta última glicosilada, y dos componentes minoritarios de 22 y 40 kDa que
corresponden a una molécula con un mayor contenido en azúcares y a la forma dimérica,
respectivamente. Ole e 1 contiene 6 cisteínas cuya disposición formando tres puentes
disulfuro se ha resuelto recientemente [González y col., 2000].
El oligosacárido de Ole e 1 se ha aislado y purificado, lo que ha puesto de
manifiesto la existencia de distintas glicoformas “complejas” y “ricas en manosas”. Así
mismo, se ha demostrado que presenta actividad antigénica y alergénica, siendo capaz de
provocar la liberación de histamina en los pacientes alérgicos [Batanero y col., 1994a;
Batanero y col., 1999]. Por otro lado, se ha demostrado que dicho oligosacárido es
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responsable de la reactividad cruzada de Ole e 1 con proteínas de fuentes biológicas no
relacionadas con el olivo [Batanero y col., 1996a]. Recientemente se ha resuelto la
estructura de los componentes mayoritarios de este azúcar mediante técnicas de RMN [van
Ree y col., 2000].
A partir del RNA total aislado del polen de olivo, se amplificó el cDNA codificante
de Ole e 1, se clonó y secuenció [Villalba y col., 1994; Lombardero y col., 1994],
obteniéndose más de diez isoformas diferentes. Uno de los clones que codifica para Ole e
1 fue expresado en E. coli, obteniéndose como proteína de fusión unida a la enzima
glutatión S-transferasa, pero el rendimiento y la solubilidad del alergeno recombinante
fueron bajos. 
Ole e 2, profilina del olivo. Estas proteínas son una familia de proteínas
ampliamente distribuidas en plantas, que han sido reconocidas como alergenos no sólo en
pólenes sino también en frutas y vegetales. Su ubicuidad, unido a su secuencia altamente
conservada hace que hayan sido consideradas panalergenos causantes de reactividad
cruzada [Valenta y col., 1992].
La profilina del olivo ha sido purificada a partir del extracto de polen [Ledesma y
col., 1998a] y ha sido clonada y secuenciada [Asturias y col., 1997]. Sus características
moleculares e inmunológicas no difieren de las descritas para otras profilinas. Presenta una
prevalencia en inmunotransferencia del 24%, pero cerca del 50% de los sueros pierden
reactividad debido al SDS, luego la prevalencia real debe ser notablemente superior al 50%
de los pacientes alérgicos al polen de olivo. Se ha detectado reactividad cruzada de Ole e
2 con algunas gramíneas, betuláceas y otros miembros de la familia de las oleáceas
[Ledesma y col., 1998a]. 
Ole e 3 y Ole e 8, son alergenos del polen de olivo pertenecientes a una familia de
proteínas ligantes de Ca2+ con motivos estructurales EF-hand, consistentes en 12 residuos
consecutivos y altamente conservados que forman un lazo capaz de unir iones calcio. Ole
e 3 contiene dos motivos mientras que Ole e 8 posee cuatro. Esta familia de alergenos,
específicos de polen y ligantes de calcio de tipo EF-hand, ha sido denominada polcalcinas.
Ole e 3 es una proteína pequeña (9.2 kDa) y ácida (pI 4.2-4.3) que ha sido purificada
a partir del polen donde se expresa de manera exclusiva [Batanero y col., 1996b]. No
contiene aminoácidos aromáticos (Trp o Tyr), lo que ha impedido la realización de algunos
estudios espectroscópicos. Tampoco contiene cisteínas en su molécula, lo que ha facilitado
en gran manera la obtención del alergeno recombinante en E. coli perfectamente plegado
y con un alto rendimiento [Ledesma y col., 1998b]. Ole e 3 consiste en una cadena simple
de 84 aminoácidos, que exhibe una elevada homología con otras proteínas ligantes de Ca2+
de pólenes de distintas especies, encontrándose reactividad cruzada entre las mismas. Tanto
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para Ole e 3 como para otras polcalcinas, la unión de IgEs varía ligeramente dependiendo
de la presencia o no de iones calcio unidos a la molécula.
Ole e 8 es el primer miembro descrito en plantas de una nueva familia de proteínas
ligantes de Ca2+ con cuatro sitios de unión EF-hand. El alergeno, que consiste en una sola
cadena de 171 aminoácidos, ha sido clonado, secuenciado y expresado en E. coli [Ledesma
y col., 2000]. Se trata, al igual que Ole e 3, de una proteína que se produce específicamente
en polen y no se expresa en otros tejidos.
Ole e 4 y Ole e 5 son dos alergenos del polen de olivo que han sido purificados y
parcialmente caracterizados [Boluda y col., 1998]. Ole e 4 tiene una masa molecular de 32
kDa, está constituido por una sola cadena polipeptídica y presenta al menos tres isoformas
de pI entre 4.6 y 5.1. Ole e 5 es un alergeno de 16 kDa, del cual se conocen 29 residuos de
su secuencia NH2-terminal, donde muestra una identidad de secuencia del 65.5-79.3% con
superóxido dismutasas de origen vegetal. Es un alergeno secundario ya que es reconocido
por el 30% de los sueros de pacientes alérgicos.
Ole e 6 es una proteína rica en cisteínas que se ha aislado del polen y se ha
determinado su secuencia aminoacídica mediante clonación del cDNA que la codifica
[Batanero y col., 1997]. Se trata de una sola cadena polipetídica de 5.8 kDa con un pI ácido.
Presenta una secuencia de 50 aminoácidos con dos motivos Cys-X3-Cys-X3-Cys, no
encontrándose homología con ninguna proteína presente en las bases de datos de secuencia.
La prevalencia de Ole e 6 depende mucho del área geográfica variando desde el 10 hasta
el 55% entre pacientes que sufren polinosis al olivo.
Ole e 7 es una LTP del polen de olivo con una masa molecular aparente de 10 kDa,
que ha sido recientemente purificada y caracterizada [Tejera y col., 1999]. Mediante
secuenciación del extremo NH2-terminal por degradación de Edman se han determinado
los primeros 20 aminoácidos, encontrándose una notable heterogeneidad en la misma,
hecho que se ha confirmado mediante el análisis por espectrometría de masas, el cual indica
que Ole e 7 está compuesto por varias isoformas con pesos moleculares entre 9875 y 10091
Da. Ole e 7 presenta una frecuencia de reconocimiento del 47% por sueros de pacientes
alérgicos a olivo, aunque este valor se ve incrementado en aquellas poblaciones que están
expuestas a altos niveles de polen de olivo. La secuencia primaria parcial que se dispone
de este alergeno ha permitido encontrar homología con proteínas de transferencia de lípidos
(LTP) de plantas.   
Reacciones cruzadas en la familia Oleaceae
La familia de las oleáceas incluye al menos 400 especies. Aunque de todos los
pólenes producidos por esta familia es el del olivo el más alergénico, hay otras especies
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tales como fresno (Fraxinus excelsior), aligustre (Ligustrum vulgare), lila (Syringa
vulgaris) y forsitia (Forsythia suspensa) que contienen moléculas alergénicas. 
Ya en los ochenta, hay estudios que apuntan hacia procesos de reactividad cruzada
entre pólenes de la familia de las oleáceas [Bousquet y col., 1985] que han sido
confirmados posteriormente [Baldo y col., 1992; Kenerman y col., 1992; Liccardi y col.,
1995]. Desde entonces, se ha demostrado que hay, al menos, tres alergenos del polen de
olivo: Ole e 1, Ole e 3 y la profilina, implicados en estas reacciones cruzadas. 
Baldo y col., [1992] detectaron los alergenos homólogos a Ole e 1 en fresno,
aligustre y lila. Estos resultados fueron confirmados por los estudios de Martín-Orozco y
col., [1994]. Posteriormente, se han aislado y caracterizado las proteínas alergénicas
homólogas a Ole e 1 de lila y aligustre: Syr v 1 y Lig v 1, respectivamente [Batanero y col.,
1994b; Batanero y col., 1996c]. Se ha determinado la secuencia de varios clones del cDNA
que codifica para estas proteínas y se han expresado en E. coli y en Pichia pastoris. Sin
embargo, Ole e 1 no presenta reactividad cruzada con sus proteínas homólogas de pólenes
de especies no relacionadas tales como maíz, centeno, tomate, arroz y A. thaliana (datos
no publicados).   
La implicación de la profilina del olivo en la reactividad cruzada con fresno, hierba
del norte (Cynodon dactylon), abedul y maíz, se ha demostrado en los ensayos realizados
por Ledesma y col., [1998a]. Por otro lado, la similitud estructural e inmunológica que Ole
e 3 presenta con otros miembros de la misma familia (polcalcinas) se ha analizado mediante
ensayos de inhibición en ELISA e inmunotransferencia usando un antisuero policlonal
específico de Ole e 3 y estudiando los niveles de expresión del mRNA aislado de diferentes
pólenes, mediante Northern blot. Las especies utilizadas fueron: lila, fresno abedul,
artemisa, centeno, maíz, hierba del norte, ciprés y pino [Ledesma y col., 1998b]. 
Otros estudios han apuntado a la existencia de reactividad cruzada entre pólenes de
Oleáceas y de otras especies no relacionadas filogenéticamente con ellas. Así Baldo y col.,
[1992] encontraron dicha reactividad entre olivo, aligustre, ballico (Lolium perenne) y
hierba del norte. Finalmente, Schmid y col., [1993] y Wahl y col., [1993] han descrito
reacciones cruzadas entre fresno y abedul, aunque no se han identificado los alergenos
responsables de tales reactividades.  
ALERGENOS RECOMBINANTES. VENTAJAS Y APLICACIONES
En los últimos años, la aplicación de las técnicas de Biología Molecular a la
caracterización de los alergenos, ha mejorado notablemente el conocimiento de éstos. Ha
permitido la determinación de la secuencia primaria completa de muchos de los alergenos
principales y secundarios de distintas fuentes, facilitando, por un lado, el conocimiento de
su estructura química y esclareciendo muchas incógnitas planteadas como la existencia de
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proteínas homólogas e incluso de epítopos comunes en fuentes próximas o alejadas
filogenéticamente, y por otro lado, permitiendo la obtención de los correspondientes
alergenos recombinantes, con características moleculares e inmunológicas idénticas a los
del alergeno natural y que, por tanto, serían aplicables tanto en la diagnosis como en la
terapia de las reacciones alérgicas.
Determinación de epítopos B y T
Las técnicas para la identificación de epítopos B y T en alergenos se basan en el
conocimiento de su estructura primaria y de su conformación. Una vez determinada la
secuencia de aminoácidos es posible diseñar una serie de péptidos que contengan regiones
potencialmente antigénicas o alergéncias y que cubran la secuencia de aminoácidos de la
manera más completa posible. La estrategia de la obtención de estos péptidos puede hacer
uso de la tecnología del DNA recombinante y ser producidos mediante el clonaje y la
expresión de los fragmentos de DNA que codifican esas secuencias, o bien mediante la
síntesis química de péptidos solapantes que abarquen toda la secuencia de aminoácidos 
Para la identificación de epítopos T, se evalúa la capacidad de determinados
péptidos derivados del alergeno para inducir respuestas proliferativas de linfocitos T. Los
receptores de linfocitos T (TcR) solo reconocen el alergeno una vez ha sido procesado y
presentado por las APCs (mediante los HLA), por tanto, los epítopos T se encuentran
continuos en la estructura primaria. Con la preparación de péptidos solapantes y el estudio
de la capacidad de los mismos para estimular la proliferación de células T de pacientes
alérgicos, se ha podido realizar el mapeo de epítopos T en muchos alergenos [Ebner y col.,
1993; Higgins y col., 1994; Bungy y col., 1994; Cárdaba y col., 1998; Schramm y col.,
1999]. Se ha podido demostrar que el reconocimiento de epítopos T dentro de una molécula
alergénica es completamente equivalente entre personas atópicas y aquellas que no lo son
[Ebner y col., 1995a; van-Neerven y col., 1994].
Los epítopos B se identifican valorando su unión a IgE. Estos anticuerpos se unen
a las zonas de la superficie del alergeno que quedan accesibles a las células B durante el
proceso de sensibilización. Las IgEs reconocen principalmente epítopos conformacionales
formados, bien por aminoácidos dispuestos de forma continua en la secuencia (epítopos
continuos), o bien por zonas alejadas de la molécula que, tras el plegamiento, quedan en
una disposición espacial próxima en la estructura tridimensional (epítopos discotinuos). Por
tanto, la determinación de la estructura tridimensional puede ser de gran ayuda para el
diseño de posibles regiones inmunológicamente relevantes durante la realización del mapeo
epitópico de los alergenos, como ya han demostrado los estudios realizados con los
alergenos Bet v 1 [Gajhede y col., 1996] y la profilina del abeul [Fedorov y col., 1997a].
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Los epítopos B y T son independientes unos de otros y pueden coincidir o no en la
cadena polipeptídica [Mazur y col., 1990; Fehler y col., 1991]. 
Determinación de la estructura tridimensional 
Gracias a la obtención de los alergenos como formas recombinantes producidas en
grandes cantidades y con propiedades estructurales equivalentes a las de los alergenos
naturales, ha sido posible la determinación de la estructura tridimensional de algunos de
ellos. Para aplicar la tecnología necesaria (resonancia magnético nuclear o difracción de
rayos X) se requiere una alta cantidad de una forma molecular homogénea (varios mg) y
eso no es posible, en numerosas ocasiones, para los alergenos obtenidos de su fuente
natural, que tan solo se pueden obtener en cantidades limitadas y en forma polimórfica. Por
tanto, y aunque la estructura tridimensional del alergeno principal de Ambrosia (Amb t 5)
ha sido determinada por resonancia magnética nuclear (RMN) usando el alergeno natural
purificado [Metzler y col., 1992], es actualmente cuando la disponibilidad de bastantes
alergenos recombinantes, ha llevado a la determinación de la estructura terciaria de algunos
de los más relevantes tales como Bet v 1 [Gajhede y col., 1996], Phl p 5 [Bufe y col., 1996],
Phl p 2 [Fedorov y col., 1997b].
Diagnosis in vivo e in vitro
Hasta la fecha, el diagnóstico de las distintas sensibilizaciones que sufren los
pacientes alérgicos se ha realizado con los extractos crudos, preparados a partir de las
fuentes alergénicas, y en muy pocos casos estandarizados y de composición conocida. Estos
extractos son útiles para determinar los pacientes sensibilizados a esa fuente biológica, y
para medir la cantidad de IgE total del paciente frente al conjunto de alergenos presentes
en ella. Pero el uso de estos extractos tiene algunos inconvenientes. Por un lado, las fuentes
alergénicas y, en especial los pólenes, contienen además de los alergenos y otras proteínas,
hidratos de carbono, lípidos, ácidos nucleicos y pigmentos que en principio no son
responsables de la sensibilización del paciente, pero que dificultan en gran manera la
preparación de los extractos y su eficacia en el diagnóstico. Además, algunos alergenos que
están presentes en cantidades muy pequeñas, no quedan bien representados o incluso
pueden sufrir degradación durante el proceso de preparación del extracto, por lo que resulta
difícil su estandarización [Bousquet y col., 1998]. Por ello, si fuera posible disponer de un
número limitado de alergenos recombinantes, que retuvieran la mayoría de los epítopos
presentes en los extractos alergénicos naturales, se simplificaría notablemente la diagnosis
de estas afecciones. En esta línea, varios grupos han demostrado que un reducido número
de alergenos recombinantes puede ser suficiente para la diagnosis de la polinosis a árboles
y gramíneas [Niederberger y col, 1998a; 1998b; van Ree y col., 1998; 1999]. Además
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empleando alergenos recombinantes y realizando ensayos in vitro se podría determinar los
alergenos concretos frente a los que está sensibilizado cada paciente (alergograma), lo que
podría conducir además al diseño de tratamientos terapéuticos personalizados.
Inmunoterapia de las reacciones alérgicas
La inmunoterapia clásica se basa en la administración al paciente de dosis crecientes
del extracto alergénico frente al que se encuentra sensibilizado [Noon, 1991; Bousquet y
col., 1998]. Aunque el mecanismo de acción de la inmunoterapia clásica no se conoce
totalmente, la finalidad principal sería originar en el paciente una desensibilización
progresiva a aquellos alergenos que son reconocidos por sus anticuerpos IgE. Aunque este
tratamiento se traduce en un elevado número de pacientes en una disminución de los
síntomas clínicos, estos extractos contienen, como ya se ha mencionado, moléculas no
alergénicas que pueden causar nuevas sensibilizaciones y reacciones sistémicas. Por esta
razón, en los últimos años se están buscando formas alternativas de inmunoterapia.
Algunos investigadores como Valenta y col., [1998a; 1999] han propuesto para una
inmunoterapia más eficaz el uso de alergenos recombinantes de forma que, en un
tratamiento realista, a cada paciente se le inyecte una mezcla de alergenos frente a los
cuales produce cantidades considerables de IgE.
Otros autores han sugerido el uso de las llamadas formas hipoalergénicas (derivados
no anafilácticos de alergenos) para el tratamiento de la alergia. Lo ideal es que éstas no
tengan capacidad para unir IgE o que la tengan muy disminuida, pero que mantengan la
capacidad de estimular linfocitos T disminuyendo el peligro de posibles reacciones
anafilácticas. Estas formas hipoalergénicas pueden ser bien isoformas del alergeno [Ferreira
y col., 1996], o  formas recombinantes  cuyo DNA ha sido alterado mediante mutagénesis
dirigida, como se ha descrito para los alergenos de ácaros del polvo, Der p 2 [Smith y col.,
1996] y Der f 2 [Takai y col., 1997], o bien alergenos que han sido modificados química
o estructuralmente, revisado por Akdis y Blaser, [2000].
Otra alternativa sería el uso de péptidos derivados de alergenos, que pudiesen
disminuir el riesgo de una reacción anafiláctica. Se ha demostrado con los alergenos Fel d
1 de pelo de gato  [Briner y col., 1993] y Der p 1 del ácaro del polvo D. pteronyssinus
[Hoyne y col., 1993] que, cuando se administran a ratones péptidos que contengan los
principales epítopos T, se vuelven tolerantes al alergeno completo.
Una última aproximación a nuevas vías de inmunoterapia, en la que los alergenos
recombinantes han resultado muy útiles, ha sido el estudio de las moléculas de IgG
específicas de alergenos. La existencia de anticuerpos IgG específicos para alergenos se
conoce desde hace mucho tiempo [Cooke y col., 1935]. De los estudios realizados con los
alergenos recombinates Bet v 1 [Menz y col., 1996], Phl p 1, Ph p 2 y Ph p 5 [Vrtala y col.,
         INTRODUCCIÓN24
1996], y Der f 2 [Tame y col., 1996] se deduce que tanto los sueros de pacientes alérgicos
como no alérgicos contienen IgG específicas frente a los alergenos y de diferentes
subclases. Mediante epítopos preparados por tecnología recombinante se ha visto que las
IgE y las IgG de los pacientes reconocen los mismos y también distintos epítopos
[Kobayashi y col., 1996]. Por tanto, IgE e IgG pueden poseer distintas afinidades por ciertos
epítopos. Anticuerpos IgG1 específicos para Bet v 1 pueden bloquear la unión de IgE al
alergeno e inhibir de esta manera la liberación de histamina, por tanto los anticuerpos IgG
pueden reducir los efectos anafilácticos [Vrtala y col., 1998]. Alguno autores sugieren el
uso de regiones Fab recombinantes y específicas de alergenos como terapia de bloqueo de
la respuesta alérgica [Valenta y col., 1998b].
PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS EN Pichia pastoris
Para conseguir la expresión de alergenos recombinantes biológicamente activos con
un alto rendimiento y grado de pureza se han utilizado distintos sistemas. En los inicios de
la aplicación de las técnicas de biología molecular en alergología, los primeros alergenos
fueron clonados en la bacteria E. coli utilizando el vector 8gt11, sistema mediante el cual
el alergeno recombinante expresado representa un pequeño porcentaje (en torno al 1%) de
las proteínas celulares. Posteriormente se han empleado nuevos vectores, así como nuevos
sistemas de expresión utilizando otros organismos heterólogos tales como las levaduras,
que han incrementado notoriamente no solo el rendimiento en la obtención de las proteínas
recombinantes 10-50% [Mohapatra y col., 1990], sino la calidad de la proteína obtenida ya
que muchas moléculas alergénicas sufren modificaciones post-transduccionales tales como
la glicosilación o la formación de puentes disulfuro que son necesarias para conseguir un
plegamiento correcto y ser, por tanto, biológicamente activas.
La levadura Pichia pastoris se ha convertido en un sistema muy utilizado para la
expresión de genes heterólogos. Son varios los factores que han contribuido a ello, entre
los que podemos destacar los siguientes:
1.-  P. pastoris es un organismo unicelular lo que facilita su manipulación y cultivo. No
obstante, es un sistema eucariota, mucho más complejo que los sistemas bacterianos y, por
tanto, con toda la maquinaria proteica necesaria para lograr un correcto plegamiento y capaz
de producir modificaciones post-transduccionales como son el procesamiento proteolítico,
la formación de puentes disulfuro y la glicosilación. Además el manejo de este sistema es
más rápido, fácil y económico que los sistemas de expresión derivados de formas eucariotas
superiores, tales como las células de insectos (baculovirus) y mamíferos (CHO).   
2.-  P. pastoris se puede cultivar a elevada densidad celular y, generalmente, se consiguen
niveles de producción muy elevados.
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3.-  Las técnicas necesarias para la manipulación genética de P. pastoris son muy similares
a las necesarias para el manejo de Saccharomyces cerevisiae, uno de los sistemas mejor
caracterizados en la biología actual.
4.-  Posee un promotor derivado de la enzima alcohol oxidasa I (AOXI) que resulta ser muy
conveniente para la expresión controlada de genes ajenos y la selección de sus productos.
5.-  En P. pastoris, las proteínas pueden ser expresadas intracelularmente, o bien secretadas
al medio. Ya que P. pastoris secreta muy pocas proteínas endógenas y que el medio de
cultivo no necesita proteínas adicionales, la secreción se puede considerar como un primer
paso en la purificación. Aún así, la secreción queda limitada para proteínas que sean
secretadas por su fuente natural y que, por tanto, posean una secuencia señal de transporte
al exterior celular, o bien, implica el uso de una secuencia de secreción específica de la
propia levadura. Una de ellas es el péptido ”prepro factor "” de S. Cerevisiae.
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OBJETIVOS
El aislamiento y la caracterización molecular e inmunológica de los alergenos
presentes en las distintas fuentes biológicas es muy importante, no sólo para propiciar la
estandarización de los extractos utilizados en la diagnosis e inmunoterapia especifica de las
enfermedades alérgicas, sino para conducir a un mayor conocimiento de los procesos que
median la respuesta alérgica. Dada la dificultad que supone en muchos casos el aislamiento
de los alergenos de sus fuentes naturales, unido a que habitualmente dichos alergenos se
encuentran a bajas concentraciones, en los últimos años se está recurriendo a la producción
de los mismos mediante la expresión de sus cDNAs en sistemas heterólogos (bacterias,
levaduras, etc.) que permiten la obtención de grandes cantidades de proteína homogénea
y funcional.
El objetivo general de la investigación aquí planteada es contribuir a un mejor
conocimiento de los alergenos del polen de olivo. Para ello se ha abordado el estudio de
uno de los alergenos de alto peso molecular presentes en esta fuente alergénica, de los que
apenas se tenía conocimiento hasta la fecha. Este estudio implica la purificación y la
caracterización molecular de este alergeno, el análisis de su prevalencia clínica, así como
estudios de reactividad cruzada con otros pólenes. Para obtener estos fines, y dada la
limitada expresión biológica de estos alergenos en el grano de polen, un objetivo primordial
lo constituyó el diseño de protocolos de expresión recombinante, como es la levadura P.
pastoris, que condujeran a la obtención, en gran cantidad, de formas recombinantes de estas
proteínas con una alta calidad molecular e inmunológica, de forma que conserven intactas
sus propiedades antigénicas y alergénicas. La búsqueda de un sistema nuevo de expresión
es necesario sobre todo para aquellas proteínas que, como Ole e 1 alergeno principal del
polen de olivo, presentan un plegamiento complejo implicando la formación de tres puentes
disulfuro y la glicosilación. Una vez puesto a punto, podría ser utilizado para la producción
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Búsqueda de homología de secuencia y alineamiento con proteínas homólogas
La búsqueda de similitudes de secuencia y el alineamiento de secuencias de
proteínas se realizó consultando los bancos de datos SwissProt, Genbank y EMBL
[Altschul y col., 1997].
Estructura secundaria
La predicción de estructura secundaria de Ole e 9 se realizó a partir de la estructura
primaria y mediante la aplicación de métodos estadísticos basados en la información
cristalográfica existente sobre proteínas globulares [Garnier y col., 1996].
Estructura terciaria
La obtención de un modelo teórico de estructura terciaria para Ole e 9 se llevó a
cabo empleando el programa Swiss-Model [Peitsch, 1995; Peitsch, 1996; Guex y Peitsch,
1997].
CARACTERIZACIÓN ESPECTROSCÓPICA
Espectros de absorción ultravioleta
La obtención del espectro ultravioleta de proteínas se llevó a cabo en cubetas de 1
cm de paso óptico, empleándose un espectrofotómetro Beckman modelo DU-7.
Espectros de dicroísmo circular
Los espectros de CD se obtuvieron en un dicrógrafo Jasco J-715 equipado con una
lámpara de Xenón de 150 W, a una velocidad de barrido de 50 nm/min. Para los espectros
en el UV lejano (250-190 nm) se emplearon cubetas cilíndricas de cuarzo de 0.1 cm de paso
óptico, y una concentración de proteína de 0.20-0.25 mg/ml en bicarbonato amónico 20
mM, pH 8.0, mientras que en el UV próximo (320-250nm) se emplearon cubetas de 0.4 cm
y a una concentración de 1 mg/ml en el mismo tampón. La concentración exacta de proteína
utilizada en cada experimento se determinó mediante análisis de aminoácidos de una
alícuota del medio.
Los valores de elipticidad a cada longitud de onda se expresaron como elipticidad
molar por residuo de aminoácido, en grados x cm x dmol . El peso molecular medio por2  -1
residuo de aminoácido que se consideró para este cálculo se obtuvo a partir de la
composición de aminoácidos de cada proteína. La elipticidad molar por residuo se calculó
a partir del registro de la elipticidad observada, según la expresión:
MWR[θ]  = 3300ASAHAMWR/lAc
siendo:
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MWR[θ] : elipticidad molar por residuo
S: sensibilidad de detección del aparato
H: diferencia en mm entre la línea base y el espectro de la muestra
MWR: peso molecular medio de cada aminoácido
l: paso óptico en cm
c: concentración de proteína en mg/ml
Curvas de desnaturalización térmica
Con el fin de calcular la temperatura de desnaturalización de las proteínas, se
realizaron las curvas de desnaturalización térmica. Para ello, el dicrógrafo se conectó a un
baño Neslab RTE-111 que controló la temperatura de la cubeta. Se midieron los cambios
en la elipticidad molar a 222 nm en un rango de temperaturas entre 20 ºC y 80 ºC, siendo
el incremento de 30 ºC/h.
Espectros de emisión de fluorescencia
Los espectros de emisión de fluorescencia se han obtenido en un
espectrofluorímetro SLM Aminco 8000C (SLM Instruments), equipado con un arco de
Xenon de 450 W. Se emplearon cubetas de cuarzo de 0.2 cm de paso óptico de excitación
y 1 cm de paso óptico de emisión. La anchura de rendija fue de 4 nm. El voltaje de los
canales se ajustó de modo que la señal registrada estuviera dentro de los límites
recomendados por el fabricante. En todos los casos, la señal de fluorescencia de la muestra
se dividió por la señal de emisión del canal de referencia, para corregir por posibles
variaciones debidas a fluctuaciones en la tensión eléctrica. Los espectros de emisión de las
proteínas se registraron en un intervalo de longitudes de onda comprendido entre 240-350
nm, tras excitación a 275 nm. La temperatura de la muestra se mantuvo constante a 20 ºC,
mediante un baño de agua circulante Polystat (Haber). Las proteínas se encontraban a una
concentración de 0.20-0.25 mg/ml en tampón bicarbonato amónico 20 mM, pH 8.0. Los
espectros fueron corregidos, tras sustracción de la correspondiente linea base, por el factor
de respuesta instrumental del aparato.
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE Ole e 9
La actividad $-1,3-glucanasa se determinó mediante un ensayo colorimétrico,
basado en la medida de los equivalentes de glucosa reducidos liberados durante la reacción
enzimática [Nelson, 1944; Somogyi, 1952]. Preparación de los reactivos:
Reactivo de Somogyi: 24g/l de carbonato sódico anhidro, 12 g/l de tartrato sódico potásico,
4 g/l de sulfato cúprico hidratado, 16 g/l de bicarbonato sódico, 180 g/l de sulfato sódico
anhidro El reactivo preparado se mantuvo una semana en oscuridad a 37 ºC hasta su
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utilización.
Reactivo de Nelson: 25 g/l de molibdato amónico hidratado, 21 ml de ácido sulfúrico
concentrado, 3 g/l de arseniato bisódico. El reactivo se guarda en frasco de topacio y se
mantiene a 37 ºC durante 48 horas.
Para los ensayos enzimáticos, se usó la enzima diluida a distintas concentraciones
en tampón acetato sódico 50 mM, pH 5.0, que contenía albúmina de suero bovino (BSA)
400 :g/ml. A esta solución se le añadió el sustrato, laminarina del microorganismo
Laminaria digitata (Sigma) a una concentración final de 2 mg/ml y se incubó a 37 ºC
durante distintos tiempos. La reacción se paró añadiendo 100 :l del reactivo Somogyi, las
muestras se incubaron a 100 ºC (en baño de agua) durante 15 min, y el desarrollo del color
se consiguió añadiendo 100 :l del reactivo Nelson. Por último, se añadió agua destilada
hasta completar el volumen a 1ml y se realizaron las mediadas de absorción a 540 nm en
un espectrofotómetro Beckman modelo DU-7. En todos los ensayos se construyó una recta
patrón con una solución de glucosa.
CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA
Enzimoinmunoensayo (ELISA) indirecto
Todos los ensayos se llevaron a cabo en placas Costar de 96 pocillos de fondo plano
y de alta capacidad de unión. Para cada punto se utilizaron un mínimo de dos
determinaciones independientes.
Se tapizan las placas con 100 :l por pocillo de una disolución del antígeno (1
:g/ml) en PBS, pH 7.2, incubándose a 4 ºC durante 12-16 h, o bien durante 2 h a 37 ºC. A
continuación se lavan los pocillos con PBS/Tween-20 0.5% y se bloquean los sitios de
unión inespecíficos con 200 :l de tampón de saturación (PBS/Tween-20 0.1%/leche en
polvo 3%) durante 2 h a 37 ºC. Después se incuban las placas en el tampón de saturación
(100 :l/pocillo) con el anticuerpo (usado a distintas diluciones) durante 1 h o con los sueros
(diluidos 1/10) durante 2h. Tras un nuevo lavado, se incubaron las placas durante 1 h con
el segundo anticuerpo (100 :l/pocillo) en el tampón de saturación diluido a la mitad con
PBS. Para el suero de conejo se usó como segundo anticuerpo una dilución 1/3000 de
GAR-HRP, para los anticuerpos monoclonales se utilizó una dilución 1/5000 de GAM-
HRP, y en el caso de suero humano (pacientes alérgicos) se empleó un anticuerpo
monoclonal anti-IgE humana obtenido en ratón (1/5000). En este último caso, se debe
realizar una última incubación con GAM-HRP (1 h a 37 C). Después de lavaro
exhaustivamente las placas, se añadió el sustrato de la peroxidasa, o-fenilendiamina (OPD,
2 2 0.63 mg/ml) en citrato sódico 0.1 M, pH 5.0, con 4% de metanol y un 0.2% de H O (100
µl/pocillo). La reacción se detuvo con 100 µl de ácido sulfúrico 3 N. La lectura de densidad
óptica de cada pocillo a 492 nm se realizó en un lector de ELISA Titertek Uniskan II (Flow
       MATERIALES Y MÉTODOS        47
Labs.).
Ensayos de inhibición
Se preincubaron mezclas de anticuerpo o suero junto con distintas diluciones del
antígeno que se quería usar como inhibidor. La dilución del anticuerpo utilizada
correspondía a la concentración del mismo necesaria para que en su titulación mediante
ELISA indirecto la densidad óptica fuese de 0.5-1.5. Estas incubaciones se mantuvieron en
agitación suave a temperatura ambiente durante 2 h y transcurrido ese tiempo se añadieron
a los distintos pocillos previamente tapizados y saturados según el procedimiento descrito
en el apartado anterior. A continuación se incubó la placa durante 1 h (ó 2 h en el caso de
la unión de IgE) a 37 C y se continuó de forma idéntica a como se ha descrito para elo
ELISA de titulación. 
Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibición producido
frente a concentración de inhibidor, estimándose de acuerdo a la siguiente expresión:
obs blanco max blanco% Inhibición = 100 [1- (DO - DO )/(DO  - DO )]
siendo:
obsDO : Densidad óptica observada a 492 nm para la correspondiente
concentración de  inhibidor.
blancoDO : Densidad óptica a 492 nm en los pocillos en los que el tapizado inicial se
ha  hecho con PBS en lugar del alergeno.
maxDO : Densidad óptica a 492 nm en aquellos pocillos en los que las
coincubaciones  se hacen en ausencia de inhibidor.
Inmunodetección de proteínas transferidas a membranas de nitrocelulosa
Después de la transferencia de las proteínas desde el gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa, ésta se incubó 1 h a temperatura ambiente en tampón de
saturación. Seguidamente, se añadió el suero o anticuerpo diluido en el mismo tampón y
se incubó 1 h (2 h en el caso de que se quiera detectar unión IgE) a temperatura ambiente.
Después de lavar la membrana con PBS/Tween-20 0.1%, se incubó durante 1 h a
temperatura ambiente con el segundo anticuerpo correspondiente. En el caso de la detección
de IgE, y al igual que en ELISA, fue necesaria una incubación adicional con GAM-HRP.
Tras un nuevo lavado exhaustivo de la membrana, el revelado se llevó a cabo ensayando
la actividad peroxidasa mediante el método quimioluminiscente del ECL (Amersham),
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los experimentos de inhibición se realizaron según el procedimiento descrito para
el ELISA de inhibición, sustituyendo las placas de poliestireno por las membranas
correspondientes.
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Prueba cutánea (Prick-Test)
Los ensayos de prick-test se realizaron por duplicado mediante dos punciones en
el reverso del antebrazo de los pacientes. Como control positivo se usó una disolución de
histamina 10 mg/ml y como control negativo suero salino fisiológico. Se realizaron cuatro
diluciones seriadas del alergeno (factor de dilución 10), partiendo de una dilución inicial
1 mg/ml de rOle e 1. Tras 15 min se midieron los máximos diámetros, longitudinal (D) y
transversal (d) del halo de respuesta. La superficie del mismo se calculó según la fórmula
[(D+d)/2] . Las áreas de las pápulas consideradas positivas fueron > 9mm .2 2
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EXPRESIÓN DEL ALERGENO Ole e 1 EN PICHIA PASTORIS
En la primera etapa, este trabajo de investigación estuvo enfocado a la puesta a
punto de la tecnología requerida para el uso de un sistema de expresión heterólogo
eucarionte como es la levadura Pichia pastoris, para producir proteínas recombinantes. Con
ello se pretendía cubrir dos objetivos. El primero de ellos, producir alergenos que ya se
habían tratado de expresar con un éxito limitado en el sistema bacteriano de E. coli, como
era el caso de Ole e 1. La expresión de la glicoproeína Ole e 1 en E. coli, dió lugar a la
obtención de la proteína recombinante pero los niveles de producción fueron mínimos lo
que restaba utilidad a la proteína. Esto podía deberse a la presencia de modificaciones
postraduccionales y a una compleja trama de puentes disulfuro necesaria para su correcto
plegamiento y, por tanto, para mantener sus propiedades antigénicas y alergénicas. El
segundo propósito era la utilización de este sistema para producir recombinantes de
alergenos de alto peso molecular cuyo complejo plegamiento requeriría el uso de un sistema
más sofisticado y menos alejado filogenéticamente de las proteínas. 
Ole e 1, alergeno principal del polen de olivo,  parecía, por tanto, ser el candidato
más idóneo para abordar su expresión en el sistema eucarionte de la levadura Pichia
pastoris.
Clonaje y expresión de Ole e 1
          1        10        20        30        40        50        60        70   
Ole e 1     EDVPQPPVSQFHIQGQVYCDTCRAGFITELSEFIPGASLRLQCKDKENGDVTFTEVGYTRAEGLYSMLVERDHK
      I                   PSR             V    R I K S                  I
OLE3c     --------------------------------------------------------------------------
OLE5c     ------------------------R-------------V------G---SI-----------------I-----
OLE1c     -------I---YV----------TR----F-------GV------G---KI-----------------I-----
OLE33              -----------------------------------------------------------------
OLE37              -----------------------------------------------------------------
OLE17              -------------H-R-------------V----RE-----I----I------------------
OLE19              ------------------N----------V----RE-K---I-----------------------
OLE26              -----------------------------V-----E-K---I-----------------------
OLE6              ---------------R------------GV--E---GGK-SI-----------------I-----
OLE16              ---------------R------------GV--E-R-G-K-SI-----------------I-----
OLE20              ---------------R------------GV--E-R-G-K-SI-----------------I-----        
               80        90        100       110       120       130       140   
Ole e 1     NEFCEITLISSGRKDCNEIPTEGWAKPSLKFKLNTVNGTTRTVNPLGFFKKEALPKCAQVYNKLGMYPPNM
                                   I    D           Y                
OLE3c     ------------------------V------I---------------------------------------   
OLE5c     D----------S----D---V---V------M----------I--------------P--F----------
OLE1c     --------L--S----D-------V---V--I----------I--------------P--F----------
OLE33     ------------------------V------I---L-----------------------------------
OLE37     ------------------------V------I---L-----------------------------------
OLE17     ----------------D---I----------I---------------------------------------
OLE19     --------------------I----------I----------I-----Y----------------------
OLE26     ------------S-----------G------I----------------Y----------------------
OLE6     --------A--S----D---V---V-----------------I---------V----P--F----------
OLE16     --------A--S----D---V---V-----------------I---------V----P--F----------     
OLE20     --------A--S----D---V---V-----------------I---------V----P--F----------
Figura 3: Secuencias aminoacídicas deducidas de los clones de cDNA de Ole e 1, comparadas con la de
aminoácidos de Ole e 1 determinada experimentalmente mediante degradación de Edm an.
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De todas las isoformas que presenta Ole e 1, se escogió aquella codificada  por el
clon 3c (figura 3), ya que su secuencia deducida es la que mejor representa al alergeno
purificado del polen [Villalba y col., 1994]. 
Figura 4: Estrategia de l clonaje y exp resión del ale rgeno Ole  e 1. El gel muestra  e l f ragmento de PCR; M,
patrones de tamaño conocido; OL1, cDNA codificante de Ole e 1. Sitio s de restricció n: X, XhoI; E, EcoRI.
ApR, gen de resistencia a ampicilina; AOX1, gen codificante de la enzima alcohol oxidasa; HIS4, gen
codificante de la enzima histidinodiol deshidrogenasa.
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La estrategia de clonaje de Ole e 1 se muestra en la figura 4. La región codificante
fue amplificada por PCR usando como molde el plásmido pGEX-2T/Olee1 y los dos
oligonucleótidos correspondientes a la secuencia NH2-terminal y COOH-terminal de la
proteína descritos en materiales y métodos: rOL1-1 y rOL1-2, respectivamente. El
fragmento de DNA purificado se trató con la enzima T4 DNA polimerasa, para generar
extremos romos y después con la enzima T4 polinucleótido quinasa, para fosforilar el
extremo 5'. A continuación, se clonó en el sitio SmaI del plásmido desfosforilado pUC18.
Esta construcción fue utilizada para transformar células de E.coli DH5"F’. Se
seleccionaron algunos de los clones obtenidos, y fueron secuenciados para comprobar que
no se había producido ningún cambio en la secuencia nucleotídica.
La construcción del plásmido recombinate pPIC9/Olee1 se realizó insertando el
fragmento de DNA resultante de la digestión de la construcción pUC18/Olee1 con las
enzimas XhoI y EcoRI en los mismos sitios del plásmido pPIC9 previamente digerido de
forma que el gen de Ole e 1 queda a continuación del promotor AOX1, inducible por
metanol. Para que se produzca la inserción del DNA en el genoma de la levadura es
necesario que el DNA esté linearizado. Así, esta construcción se digirió con la enzima de
restricción BglII. El fragmento mayor obtenido tras la digestión del plásmido, que contenía
el gen de Ole e 1, se purificó y se utilizó para la transformación de células de P. pastoris
GS115, utilizando el método del acetato de litio. De esta manera el plásmido linearizado
se recombina y se inserta en el genoma de P. pastoris.
Las colonias transformantes seleccionadas, que mostraron un fenotipo Muts, es decir
que el gen a expresar se había recombinado con el que codifica AOX1, se indujeron con
metanol y se testó la producción de proteína a partir de ellas. Se tomaron muestras del
cultivo a distintos tiempos (0, 24, 48, 72 y 96 h) y se analizó el nivel de expresión (figura
5A). Aunque tras 24 h de inducción ya se puede observar una banda en PAGE-SDS con una
masa molecular aparente de 20.5 kDa, la máxima producción se consigue a las 96 h. Para
confirmar que la proteína expresada era Ole e 1, se transfirieron las muestras a membranas
de nitrocelulosa y se llevó a cabo una inmunotinción con dos anticuerpos monoclonales
específicos de Ole e 1, uno de ellos, OL6 reconoce exclusivamente a la proteína nativa,
dando una reacción positiva (figura 5B). Una vez escogidas las condiciones de crecimiento
e inducción de las células, se seleccionó para el aislamiento de la proteína aquella colonia
con la que se obtenía un mayor rendimiento (60 mg del alergeno por litro de cultivo
celular).
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Figura 5: Expresión de rOle e 1 a distintos tiempos de inducción  del cultivo, ana lizados me diante la  tinción
con azul de Co omassie (A ) y por inmun otransferenc ia con dos  monoclo nales (OL 3 y OL6 ) obtenido s frente
a nOle e 1 (B). N, nOle e 1; M, patrones de masa molecular conocida.
Aislamiento del alergeno recombinante rOle e 1
Como se ha mencionado en el apartado de materiales y métodos, este sistema de
expresión permite la obtención de la proteína como producto de secreción. Este hecho
facilitó notablemente su purificación, ya que P. pastoris secreta un numero pequeño de sus
proteínas naturales y en baja concentración. Dicho aislamiento se llevó a cabo mediante dos
etapas cromatográficas, posteriores a la diálisis del medio extracelular para eliminar los
contaminantes de masa molecular pequeña presentes, entre los que cabe destacar
pigmentos, lípidos y carbohidratos que contiene el medio de inducción celular. La muestra
se aplicó primeramente en una columna de intercambio iónico en DEAE-celulosa y la
proteína se eluyó con un gradiente en bicarbonato amónico pH 8.0. El perfil de elución se
registró mediante absorción ultravioleta a 280 nm y las fracciones se analizaron mediante
electroforesis en PAGE-SDS (15%) (figura 6A). El alergeno recombinante eluye en el
gradiente a una fuerza iónica de 0.18 M. Las fracciones que contenían el alergeno
recombinante presentaban como principal contaminante una proteína de alto peso molecular
procedente de la secreción de las células de P. pastoris, por lo que en segundo lugar se
aplicó una cromatografía de penetrabilidad en Sephadex G-75, cuyo perfil de elución se
representa en el panel B de dicha figura.
El análisis elcetroforético de las distintas fracciones obtenidas después de cada etapa
de purificación de rOle e 1 se muestra en la figura 6C. El rendimiento de la producción es
de 25 mg del alergeno recombinante puro por litro de cultivo celular.
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Figura 6: Análisis de las etapas de purificación del alergeno recombiante rOle e 1. (A) Perfil de elución de
la cromatografía de intercambio iónico en DEAE-celulosa. Se incluye el análisis mediante PAGE-SDS y
tinción con azul de Co omassie del lote que co ntienen dicha s fracciones. (B ) Perfil de eluc ión de la
cromato grafía de penetr abilidad en Sephadex G-75. La absorción de las fracciones del eluído se registró a
280nm. Las fraccion es corresp ondientes a  rOle e 1 se marcan con una línea gruesa.(C) Análisis en PAGE-SDS
de la purificación  de rOle  e 1, después de la diálisis, carril 1; después de la cromatografía en DEAE-celulosa,
carril  2; y rOle e 1 purificada después del Sephadex G-75, carril 3. N, nOle e 1; M, marcadores de masa
molecular . 
La homogeneidad de rOle e 1 después de esta segunda etapa de purificación quedó
demostrada con el pico único y simétrico que se obtuvo en la cromatografía en RP-HPLC
en fase reversa utilizando un gradiente de acetonitrilo del 0 al 60% en 0.1%TFA (figura 7).
En las mismas condiciones se aplicó una muestra de nOle e 1. En el perfil de elución, se
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puede observar la homogeneidad de rOle e 1 (clon 3c) comparada con el polimorfismo que
presenta nOle e 1. Dicho polimorfismo explica la existencia de un número de isoformas con
distintas composiciones aminoacídicas lo cual repercute en los tiempos de elución de cada
una de ellas, de forma que en un gradiente de acetonitrilo suficientemente extendido, se
observa la aparición de varios picos.
Figura 7: Perfil de eluc ión de nO le e 1 (N) y rO le e 1 (R) en R P-HP LC (colum na Nucle osil C18).
Caracterización molecular de rOle e 1 
El alergeno recombinante, rOle e 1, presenta una masa molecular aparente de 20.5
kDa, valor ligeramente superior que el de la forma glicosilada del alergeno natural nOle e
1 (20.0 kDa) y significativamente mayor que el de la forma no glicosilada (18.5 kDa). Para
explicar estas diferencias, se analizó la presencia de azúcares en rOle e 1 mediante la
reacción de la proteína, trasferida a membrana de nitrocelulosa, con la lectina ConA, que
se une específicamente a restos de manosa. Como se muestra en la figura 8A y comparada
con la tinción de nOle e 1, la reacción de rOle e 1 fue positiva. La reacción con Con A de
nOle e 1 muestra dos bandas que difieren en su grado de glicosilación, una se corresponde
a la forma glicosilada de 20.5 kDa y la otra con la forma de 22 kDa que consiste en una
estructura con un mayor contenido en carbohidratos. Para confirmar que la diferencia de
masa molecular entre rOle e 1 y nOle e 1 era exclusivamente debido al azúcar, se llevó a
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cabo la desglicosilación de ambas proteínas con la enzima endoglicosidasa, PNGasa F. El
análisis mediante PAGE-SDS de las proteínas desglicosiladas muestra que ambas presentan
la misma movilidad electroforética mostrando una masa molecular aparente de 18.5 kDa
(figura 8B). Como se observa en el carril 2 de la figura 8B, el tratamiento de la proteína
natural conduce a una inversión del patrón electroforético con respecto al de la proteína
nativa, no produciéndose la desglicosilación total de la misma. Este hecho es debido a que
la enzima PNGasa F hidroliza los enlaces $ 1÷N entre la GlcNAc interna y la Asn de la
cadena polipeptídica, con la excepción de aquellas estructuras glicosídicas que contienen
un residuo de fucosa "1÷3 unido a la GlcNAc interna [Tretter y col., 1991], como es el
caso de Ole e 1.
Figura 8: (A) Reacción con Con A de nOle e 1 (1) y rO le e 1 (2). (B) PAGE-SDS y tinción con azul de
Coom assie de los alergenos rOle e 1 (1 ) y nOle e 1 (2 ), tratados (+ ) y sin tratar (-) con la  enzima PNGasa F.
M, marcadores de peso molecular; * movilidad electroforética de la forma desglicosilada de Ole e 1.
Para confirmar estos resultados, se llevó a cabo el análisis mediante espectrometría
de masas de rOle e 1 sin tratar y tratada con PNGasa F. Como muestra la figura 9, la forma
desglicosilada muestra un solo pico homogéneo de 16 372 Da mientras que la forma sin
desglicosilar muestra cuatro picos diferentes entre 18 226 y 18 702 Da. La diferencia de
masa molecular entre cada especie y la siguiente es de 160 Da, lo cual se corresponde con
la masa molecular de un residuo de manosa. Este resultado demostraría la existencia de
varias formas de rOle e 1 con diferentes grados de glicosilación: 18 226, 18 381, 18 534 y
18 702 Da que se corresponderían con la masa de la cadena polipeptídica más
Man9GlcNAc2, Man10GlcNAc2, Man11GlcNAc2 y Man12GlcNAc2, respectivamente. Es un
hecho constatado y descrito en la literatura que las proteínas secretadas por P. pastoris
presentan oligosacáridos unidos a Asn que presentan un patrón Man8-13GlcNAc2 [Trimble
y col., 1991; Miele y col., 1997 ]. Dicho patrón de glicosilación, rico en manosas y bastante
conservado, se confirma en el alergeno recombinante Ole e 1. En cualquier caso, la longitud
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de las cadenas del grupo glicosídico que P. pastoris une a las proteínas (8-10 azúcares) es
mucho menor que el que tiene lugar en S. cerevisiae (>50 unidades de azúcar) [Grinna y
col., 1989; Tschopp y col., 1987]. Además el polisacárido no tiene las uniones terminales
del tipo "1,3 que produce S. cerevisiae y que pueden ser antigénicas [Cregg y col., 1993;
Romanos y col., 1992]. Esto hace de P. pastoris un sistema mucho más adecuado que S.
cerevisiae para expresar proteínas que contengan sitios de glicosilación.
Figura 9: Espectrometría de masas de rOle e 1 antes (A) y después (B) de su tratamiento con PNGasa F.
Se han utilizado otros métodos analíticos para evaluar la pureza de rOle e 1, así
como su similitud con nOle e 1. Se han comparado las composiciones de aminoácidos de
los dos alergenos obtenidas por hidrólisis ácida y análisis automático (tabla 8). La
composición experimental de rOle e 1 se ajusta perfectamente a la deducida del clon 3c, lo
que es otro dato a favor de la pureza de la muestra. Las pequeñas diferencias encontradas
entre el alergeno natural y el recombinante deben atribuirse al polimorfismo de la proteína
natural. 
Por otro lado, se secuenciaron por degradación de Edman, cuatro péptidos
resultantes de la digestión tríptica de rOle e 1, así como su extremo N-terminal. Las
secuencias de aminoácidos obtenidas se corresponden con las esperadas para las posiciones
1-7, 41-52, 61-71, 116-124, y 126-130: EDVPQPP, LQCKDKENGDVT,
AEGLYSMLVER, TVNPLGFFK, y EALPK, respectivamente. Otro dato más a favor tanto
de la pureza como de la calidad del alergeno recombinante producido en P. pastoris. 
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    Tabla 8: Composición de aminoácidos de rOle e 1 y nOle e 1 
                                purificadas, así como del clon secuenciado.
Aminoácido nOle e 1a rOle e 1b clon 3cc
Cys 6 6 6
Asx 14 14 14
Thr 11 11 11
Ser 7 7 7
Glx 18 18 18
Pro 10 10 10
Gly 11 12 11
Ala 6 6 5
Val 8 10 10
Met 3 3 3
Ile 7 7 7
Leu 11 11 11
Tyr 5 4 5
Phe 8 7 8
His 2 3 2
Lys 11 9 10
Arg 6 6 6
Trp 1 1 1
Total 145 145 145
  a Villalba y col. [1993]
 b Calculado basándose en la masa molecular 
 c Deducido de la secuencia de nucleótidos
Caracterización espectroscópica de rOle e1
Uno de los mayores inconvenientes en la obtención de moléculas recombinantes es
que no siempre se obtiene una molécula con una estructura tridimensional equivalente a la
de la proteína obtenida de la fuente natural. Este hecho repercute de manera decisiva en las
características funcionales de los alergenos, que necesitan un correcto plegamiento para
conservar las propiedades alergénicas y antigénicas.
Para estudiar el plegamiento de rOle e 1, se han obtenido sus espectros de dicroísmo
circular en el UV lejano (190-250 nm) y en el próximo (250-340 nm) y se han comparado
con los del alergeno natural. Como se observa en la figura 10A y B, no hay diferencias entre
ellos, no sólo en la forma del espectro sino también en los valores de elipticidad molar.
Como ya se ha descrito para nOle e 1 [Villalba y col., 1993], a partir del espectro en el UV-
lejano se puede deducir la estructura secundaria del alergeno: 21% hélice ", 21% lámina
$, 27 % giros $ y 31% de conformación aperiódica. El espectro en el UV-próximo sólo
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presenta una banda negativa centrada a los 287 nm, correspondiente al único residuo de
triptófano de la molécula. También se han analizado los espectros de fluorescencia de rOle
e 1 y n Ole e 1 (figura 10C). Ambos tienen curvas solapantes lo que confirma que no se ha
producido ningún cambio en el entorno del Trp ni en el de ninguna de las 5 Tyr que posee
Ole e 1. Todos estos resultados indican que el alergeno recombinante presenta un
plegamiento correcto tanto a nivel de estructura secundaria como a nivel de estructura
terciaria.
Figura 10: Análisis espectroscópico de nOle e 9 (—) y rOle e 9 (AAAA). Espectros de CD en el UV lejano (A)
y en el próximo (B). Los valores se  expresan c omo eliptic idad mo lar por resid uo, 2 en grados x cm2 x dmol-1.
(C) Espe ctros de em isión de fluore scencia ob tenidos tras ex citar la muestra  a 275 nm . 
Caracterización inmunológica de rOle e 1
La capacidad de unir IgG e IgE de forma equivalente al alergeno natural es un punto
clave en la caracterización de rOle e 1. Por tanto, se ha ensayado, mediante
inmunotransferencia, el reconocimiento de cuatro anticuerpos monoclonales obtenidos
frente a nOle e 1 (figura 11A). Para ello se ha empleado el alergeno recombinante y el
natural, este último reducido y sin reducir con $-mercaptoetanol y tratamiento térmico a
100ºC. Se observa que todos ellos se unen de igual forma a los dos alergenos en
condiciones no reductoras. Sin embargo, los tres últimos no reconocen nOle e 1
desnaturalizada. Estos resultados nos indican que rOle e 1 mantiene los determinantes
antigénicos y, por tanto, la conformación nativa necesaria para unirse a estos anticuerpos.
Los mismos resultados se han obtenido cuando se ha ensayado la capacidad de unión a un
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anticuerpo policlonal obtenido frente a nOle e 1 (figura 11B) que muestra la misma
reactividad frente a nOle e 1 que frente a rOle e 1, así como frente a una mezcla de cinco
sueros de pacientes alérgicos al polen de olivo (figura 11C) lo que demuestra que ambas
proteínas mantienen la misma capacidad para unir IgE.
Figura 11: Inmunodetección de rOle e 1 (R), nOle 1 (N) y nOle e 1 desnaturalizada por tratamiento  térmico
a 90º en presencia de $-ME (D), con cuatro anticuerpos monoclonales, OL1, OL2 , OL3 y OL4 (A);  con un
anticuerpo policlonal (B) y con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos al polen de olivo (C).
La unión de IgE a rOle e 1 y a nOle e 1 se midió de forma cuantitativa mediante un
ensayo de titulación (figura 12) así como mediante ensayos de inhibición en ELISA (figura
13) usando la mezcla de cinco sueros de pacientes alérgicos a olivo usada anteriormente
para ensayos de inmunotransferencia. 
En los ensayos de inhibición se tapizó con una u otra proteína y se inhibió
alternativamente con las dos. Ambos alergenos presentan, prácticamente, la misma
capacidad para inhibir la unión de anticuerpos IgE al otro, indicando que son
inmunologicamente equivalentes, y que ambas formas son capaces de saturar los epítopos
IgE de la otra. Las mínimas diferencias observadas podrían atribuirse al polimorfismo
(alguna de las posiciones heterogéneas podrían estar implicadas en el reconocimiento
específico por parte de IgE de pacientes) que presenta la proteína natural frente a la especie
única que constituye la forma expresada. Por otro lado, se ha demostrado que el
oligosacárido de Ole e 1 presenta actividad antigénica y alergénica, siendo capaz de
provocar la liberación de histamina en los pacientes alérgicos [Batanero y col., 1994a;
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Batanero y col., 1999], aunque rOle e 1 contiene un componente glicosídico, éste no tiene
la misma estructura que la del azúcar presente en la forma natural, lo que presumiblemente
disminuiría el reconocimiento de aquellos pacientes que posean IgE frente al azúcar.
Figura 12: Curvas de unión de IgE d e una mez cla de
sueros de pacientes alérgicos a nOle e 1 y rOle e1.
Figura 13: Curvas de inhibición en ELISA de la unión de IgE a rOle e 1 (A) y a nOle e 1 (B) ad sorbidos a
poliestireno utilizando como inhibidores nOle e 1 y rOle e 1.
Pruebas cutáneas (prick-test)
Una vez comprobado que rOle e 1 tiene la misma capacidad para unir IgE e IgG in
vitro que nOle e 1, quedaba por evaluar la actividad inmunológica de rOle e 1 en una
población de pacientes alérgicos al olivo usando diagnóstico cutáneo (prick-test).
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Tabla  9: Valores de unión d e IgE específica a nO le e 1 y a rOle e 1 obtenid os mediante ELISA y prueba
cutánea.
Paciente                                    rOle e 1 prueba cutánea*                                            ELISA**
0.1:g/ml 1:g/ml 10:g/ml 100:g/ml nOle e 1 rOle e 1
1 90 211 1.35 1.17
2 64 82 2.5 2.5
3 77 157 1.91 1.77
4 17 10 77 241 0.39 0.34
5 69 222 1.27 1.25
6 77 156 2.5 2.5
7 15 15 57 196 1.02 0.72
8 46 272 0.10 0.12
9 9 28 36 134 0.76 0.66
10 52 81 0.49 0.45
11 64 170 0.36 0.31
12 36 155 1.23 1.22
13 69 197 0.18 0.16
14 109 100 0.23 0.25
15 100 649 0.05 0.04
16 18 24 197 2.07 1.97
17 12 106 207 0.36 0.29
18 14 23 204 0.58 0.46
19 61 164 0.17 0.14
20 158 385 0.73 0.60
21 50 90 0.44 0.38
22 53 104 0.23 0.20
23 52 105 2.43 2.18
24 39 165 0.29 0.24
25 61 122 0.53 0.46
26 138 253 0.16 0.15
27 58 127 0.28 0.25
28 129 676 0.26 0.22
29 68 212 0.11 0.09
30 45 121 0.14 0.14
31 77 68 0.64 0.56
32 49 116 1.73 1.54
33 42 336 2.5 2.5
* media del área de la pápula en mm2 
** unidades de DO (492nm)
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Para llevar a cabo este experimento se han utilizado sueros de 33 pacientes que
padecían rinitis y/o asma y que en pruebas cutáneas daban positivo al extracto total de olivo
y a nOle e 1. Los resultados de las pruebas se muestran en la tabla 8 donde se puede
observar que todos los pacientes reaccionan frente a rOle e 1, aunque a distintas diluciones.
Entre ellos, 3 pacientes (9%) reaccionan a 0.1:g/ml, 6 pacientes (18%) reaccionaron a 1
:g/ml (9%) y los 24 pacientes restantes (73%) mostraron una respuesta positiva a 10 y 100
:g/ml. Estos resultados demuestran que la precisión en el diagnóstico de pacientes
alérgicos a Ole e 1 es del 100% cuando se utiliza el alergeno recombinante.
Mediante un ensayo en ELISA se ha analizado la unión de IgE a nOle e 1 y a rOle
e 1 del suero de los mismos pacientes usados en la prueba cutánea (tabla 9). Aunque con
la mayoría de los sueros, los valores de densidad óptica obtenidos para rOle e 1 era
ligeramente inferior que los obtenidos para nOle e 1, como se observa en la figura 14, existe
una correlación lineal entre los valores obtenidos para ambas formas del alergeno. Las
diferencias observadas podrían deberse al polimorfismo de la forma natural y/o la ausencia
en rOle e 1 del epítopo presente en el componente glicosídico de nOle e 1.
Figura 14:  Análisis de los valores de DO obtenidos mediante ensayo de ELISA de  la unión de IgE de sueros
de pacientes alérgicos al polen de olivo a nOle e 1 y a rOle e 1.
Los resultados que se han obtenido en estos ensayos clínicos demuestran que la
forma recombinante de Ole e 1 expresada en P. pastoris tiene una actividad alergénica
comparable a la de la forma natural, siendo su uso igualmente eficaz y seguro en la
población estudiada, quedando así, demostrada su eficiencia en el diagnóstico de los
pacientes alérgicos. 
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Durante los últimos años, se han realizado numerosos estudios que sugieren que
todos aquellos alergenos recombinantes obtenidos utilizando sistemas de expresión
adecuados a sus características moleculares pueden ser empleados en el diagnóstico de las
personas alérgicas al polen, ácaros e himenópteros [Valenta y col., 1998a; Scheiner y col.,
1995]. Sin embargo, tan sólo algunos alergenos han sido validados mediante prueba cutánea
en una población de pacientes alérgicos, como por ejemplo, los alergenos rBet v 1 y rBet
v 2, del polen de abedul [Pauli y col., 1996], rDer p 2 del ácaro del polvo D. pteronyssinus
[Lynch y col., 1994], rApi m 1 del veneno de abeja [Muller y col., 1995] y los alergenos de
Aspergillus fumigatus: rAsp f 1 [Moser y col., 1994 ] y rAsp f 3 [Hemmann y col., 1998].
La precisión del test empleando alergenos recombinantes mejorará notablemente
tanto el diagnóstico, CRD (Component Resolved Diagnostic), como la inmunoterapia CRIT
(Component Resolved Immunotherapy) [Valenta y col., 1999] de las enfermedades
alérgicas. Durante los últimos años, numerosos estudios han demostrado las ventajas del
uso de alergenos recombinantes en el diagnóstico ya que permite determinar de forma
individualizada los alergenos hacia los que cada paciente presenta IgE, así como cuantificar
los niveles de anticuerpos que presenta. En un futuro no muy lejano, la finalidad última,
gracias a la disponibilidad de alergenos recombinates, será el diseño de una inmunoterapia
específica, lo que implica el uso de una combinación hecha con número adecuado de
alergenos frente a los cuales cada paciente presente IgE, o bien el diseño de vacunas
universales que cubran todos los epítopos presentes en cada extracto alergénico.
Determinación preliminar de la estructura de Ole e 1 por cristalización y difracción
de rayos X 
Para la determinación de la estructura tridimensional de una proteína tanto por
difracción por rayos X como por resonancia magnético nuclear, es necesaria la utilización
de una alta cantidad de una única forma molecular de la proteína (varios mg). En numerosas
ocasiones, esto no es posible para los alergenos obtenidos de su fuente natural, ya que tan
solo se pueden obtener en cantidades limitadas, unido a que muchos de ellos son
polimórficos. Gracias a la obtención de los alergenos como formas recombinantes
producidas en grandes cantidades y con propiedades estructurales equivalentes a las de los
alergenos naturales, será posible la determinación de la estructura tridimensional de muchos
de ellos.
La producción de Ole e 1 en P. pastoris ha permitido la obtención de altos niveles
del alergeno principal del polen de olivo que conserva intactas sus propiedades antigénicas.
Además se trata de una molécula homogénea y perfectamente definida a nivel molecular,
algo imposible de obtener a partir de su fuente natural ya que el aislamiento de Ole e 1
conlleva la obtención de un elevado número de variantes y la purificación de cada isoforma
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es, en la práctica, imposible.
Se han obtenido cristales de rOle e 1 (figura 15), lo cual apoya el perfecto
plegamiento del alergeno recombinante. Sin embargo, los cristales obtenidos, por el
momento, no han sido capaces de difractar, lo que posiblemente pueda atribuirse a la
presencia del azúcar.
Figura 15: Fotografía tomada a los cristales obtenidos por los Dtores Martín Martínez-Ripoll y Armando
Albert [Martínez-Ripoll y col., 1998].
A la vista de todos los resultados presentados, se puede concluir que el alergeno
recombinante obtenido con un alto rendimiento (25mg/l de cultivo) en P. pastoris exhibe
los epítopos alergénicos y antigénios de la forma natural gracias, por otra parte, a su
correcto plegamiento, demostrado mediante su estudio espectroscópico. Por tanto, este
alergeno recombinante conserva las propiedades inmunológicas de la proteína natural por
lo que podría ser empleado en clínica con fines de diagnosis y terapia. 
Ole e 1 había sido expresado previamente en E. coli empleando el plásmido pGEX-
2T obteniéndose como proteína de fusión unida a la enzima glutatión S-transferasa
[Villalba y col., 1994]. Aunque el alergeno recombinante mantenía las propiedades
inmunológicas de la forma natural, el rendimiento de la producción fue bajo obteniéndose
tan sólo 200 :g de la proteína por litro de cultivo celular. Estos niveles tan bajos en la
producción de Ole e 1 se pueden explicar si tenemos en cuenta que las bacterias, a
diferencia de las levaduras, no poseen un citoplasma oxidante y carecen de las enzimas
(disulfuro isomerasas) encargadas de formar los puentes disulfuro correctos. Por esta razón,
las proteínas expresadas en E. coli son producidas en cuerpos de inclusión y tienen que ser
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replegadas a partir de su forma insoluble, lo que le convierte en un sistema inadecuado para
la producción de proteínas que, como Ole e 1, tengan puentes disulfuro y la formación de
éstos sea necesaria para su correcto plegamiento. El resultado, y uno de los mayores límites
de este sistema, es el bajo rendimiento en la obtención de las proteínas recombinantes sobre
todo cuando éstas tienen un complejo plegamiento y experimentan modificaciones
postraduccionales [Yasukawa y col., 1995]. Por el contrario, P. pastoris permite una
elevada producción de las proteínas recombinantes biológicamente activas, ya que son
producidas con los puentes disulfuro correctos [White y col., 1994]. Además, son
secretadas al medio extracelular facilitando notablemente su purificación.
En bacterias han sido expresados con éxito aquellos alergenos que no tienen
ninguna cisteína formando puentes disulfuro, que no presentan modificaciones
postraduccionales como la glicosilación y que, además, son de bajo peso molecular. Entre
éstos se encuentra el alergeno del polen de olivo Ole e 3 que ha sido producido en E. coli
de forma soluble y con un alto rendimiento [Ledesma y col., 1998b], así como sus
homólogos en otros pólenes: Cyn d 7, de la gramínea C. dactylon [Suphioglu y col., 1997],
Bet v 4 del polen de abedúl [Engel y col., 1997], Aln g 4 de polen de aliso [Hayek y col.,
1998] y Phl p 7 de la gramínea P. pratense [Niederberger y col., 1999].
Otros sistemas de expresión derivados de formas eucariotas superiores, tales como
las células de insectos (baculovirus) han sido empleados para la obtención de alergenos
recombinantes y éstos mantienen las características moleculares e inmunológicas de la
forma natural, como es el caso de Lep d 2, alergeno del ácaro Lepidoglyphus destructor
[Olsson y col., 1998], Sol i 2, del veneno de hormiga [Schmidt y col., 1996] y un alergeno
de la orina del ratón [Stacks y col., 1996]. Sin embargo, P. pastoris presenta ventajas sobre
este sistemas de expresión ya que es un organismo unicelular lo que facilita su
manipulación resultando más rápido, fácil y económico.
Por todas estas razones, P. pastoris se ha convertido, en los últimos años, en un
sistema de producción muy utilizado para expresar alergenos y proteínas en general. En la
tabla 10 se representan los alergenos de distintas fuentes biológicas (hongos, insectos,
animales y plantas) expresados en este sistema. Algunos de ellos, como por ejemplo Cyn
d 1, alergeno principal de C. dactylon, que es una glicoproteína de 26.8 kDa y presenta
polimorifismo, ha sido expresado en E. coli y P. pastoris, y se han comparado las
características moleculares e inmunológicas en ambos sistemas de producción [Smith y
col., 1996]. En este caso en particular el resultado es que sólo la proteína expresada en P.
pastoris era capaz de unir IgE de pacientes alérgicos, sugiriendo que las modificaciones
postraduccionales que ocurren en las células eucariotas son necesarias para la producción
del alergeno inmunológicamente activo.
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Tabla 10: Alergenos producidos en P. pastor is.
Alergeno Organismo   Rendimiento (mg/L) Refere ncia
Hongos
Alt a 1 Alternaria  alternata ND De Vouge y col., 1996
Alt a 2 Alternaria  alternata 180 Bush y col., 1999
Asp f 2 Aspergillus fumigatus ND Tang y col., 2000
Der f 1 Dematophagoides farinae ND Best y col., 2000
Der p 1 Dermatophagoides pteronyssinus ND Best y col., 2000
"-sarcina Aspergillus giganteus Martínez-Ruiz y col., 1997
Insectos
Ag 5 Vespula  vulgaris 100 Monsalve y col., 2000
Ag 5 Polistes an nularis 105 Monsalve y col., 2000
Bla g 4 Blatella germanica 50 Vailes y col., 1998
Per a 1 Periplaneta americana 14 Melen y col., 1999
Animales
Bos d 2 Boss spp ND Rautiainen y col., 1998
CA Felix domesticus 3.3 van Ree y col., 1999b
Cte f 1 Ctenoceph alides felis ND McDermott y col., 2000
Mus m 1 Mus musculus 270 Ferrari y col., 1997
Plantas
Hev b 7 Hevea  brasiliensis 10 Sowka y col., 1998b 
Breiteneder y col., 1999 
LTP Dauc us carota ND Asero y col., 2000
LTP Triticum sativum 720 Klein y col., 1998
Per s 1 Persea americana 50 Sowka y col., 1998a
Pólenes
Amb a 6 Ambr osia artem isiifolia ND Hiller y col., 1998
Cyn d 1 Cynodon dactylon 1500 Smith y col., 1996
Phl p 1 Phleum p ratense ND Petersen y col., 1997
ND, no determinado. Tod os los alergenos presentados se obtuvieron como proteínas de secreción.
EXPRESIÓN EN PICHIA PASTORIS DE UN MUTANTE NO GLICOSILADO DE
Ole e 1
Como ya se ha mencionado, la expresión de Ole e 1 en P. pastoris había
proporcionado una molécula homogénea, bien definida, correctamente plegada y de alta
calidad inmunológica. Sin embargo, una de las posibles aplicaciones y usos de la proteína,
como es la obtención de su estructura tridimensional, no ha proporcionado resultados
suficientemente satisfactorios. Ésta fue infructuosa debido, probablemente, a la presencia
del azúcar polimórfico unido a la molécula. Así se planteó la producción de una proteína
mutante no glicosilada de Ole e 1 en el mismo sistema. Puesto que Ole e 1 presenta un
único sitio de glicosilación en la Asn-111 (N/G/T), la estrategia seguida fue llevar a cabo
la sustitución de este residuo por una Gln, así la proteína expresada en P. pastoris, no
presentaría el grupo glicosídico.
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Amplificación, clonaje y expresión de mOle e 1
Para obtener la región codificante completa del mutante mOle e 1 introduciendo en
ella la alteración en la secuencia consenso de glicosilación mediante la sustitución del
triplete AAT, que codifica la Asn, por el triplete CAA que codifica la Gln, se llevó a cabo
una serie de tres etapas de amplificación mediante PCR. En las dos primeras se usó como
molde la construcción pPIC9/Olee1 y en la tercera se usó como molde los propios
fragmentos solapantes de DNA 1 y 2, obtenidos en las anteriores etapas (figura 16). Los
cuatro oligonucleótidos empleados están descritos en materiales y métodos. El fragmento
de DNA obtenido en esta última amplificación se purificó y se clonó en el vector pCR2.1.
Después de transformar con esta construcción células de E. coli INV"F', se procedió a la
secuenciación de varios de los clones obtenidos para comprobar que el único cambio que
se había producido en la secuencia de nucleótidos que codifica Ole e 1 era el de la Asn de
la posición 111 por una Gln.
Figura 16: Estrategia empleada para el clonaje y la expresión del alergeno mutante, mOle e 1. Los geles
muestran los fragmentos de PCR; 1 y 2, fragmentos de Ole e 1 obtenidos en el primer y segundo PCR,
respectivamente; 3, fragmento de PCR que codifica la molécula completa; M, marcadores de tamaño
conocido.
La construcción del plásmido recombinante pPIC9/mOlee1 se realizó, de igual
forma que para rOle e 1 (figura 4), insertando el fragmento de DNA resultante de la
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digestión del plásmido pCR2.1/mOlee1 con las enzimas XhoI y EcoRI en los mismos sitios
del plásmido pPIC9 de forma que el gen se introdujese a continuación del promotor AOX1
inducible por metanol. Esta construcción se digirió con la enzima de restricción BglII. El
fragmento mayor, que contenía el fragmento de DNA correspondiente a mOle e 1, se
purificó y se utilizó para la transformación de células de P. pastoris GS115, utilizando el
método del acetato de litio. 
De todas las células transformantes obtenidas, que mostraron un fenotipo Muts, se
escogieron seis de ellas más un control negativo (aquel obtenido tras la transformación de
las células con el plásmido pPIC9 sin inserto) para ser inducidas con metanol y testar su
nivel de producción de proteína, resultando ser el 50% positivas. Puesto que la
concentración de la proteína no parecía ser muy diferente, se escogió uno de ellos para
analizar la cinética de expresión a distintos tiempos (0, 25, 48, 72 y 96h). Como en el caso
de rOle e 1, la máxima producción se conseguía a las 96 h (figura 17A). Para confirmar que
la proteína recombinante era mOle e 1, se transfirieron las muestras a membranas de
nitrocelulosa y se llevó a cabo la inmunodetección con un anticuerpo monoclonal obtenido
frente a nOle e 1, obteniéndose una reacción positiva (figura 17B). Una vez escogidas las
condiciones de crecimiento e inducción de las células, se llevó a cabo la producción a gran
escala, que produjo un rendimiento de 50 mg del alergeno mutante por litro de cultivo
celular.
Figura 17: Expresión de mOle  e 1 a distintos tiem pos de ind ucción de l cultivo, analizad os median te la tinción
con azul de Coomassie (A) y en inmunotransferencia con un anticuerpo monoclonal (OL3) o btenido fre nte
a nOle e 1 (B). N, nOle e 1; M, patrones de masa mo lecular.
Aislamiento del alergeno mutante de Ole e 1 (mOle e 1)
La purificación de mOle e 1 se llevó a cabo, igual que para rOle e 1, a partir del
sobrenadante del cultivo celular dializado, mediante dos etapas cromatográficas, un
intercambio iónico en DEAE-celulosa y una de penetrabilidad en Sephadex G-75. En la
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primera cromatografía, mOle e 1 eluye a una fuerza iónica de 0,15M en bicarbonato
amónico. Después de la cromatografía de penetrabilidad se obtuvo el alergeno mutante,
mOle e 1 con un alto grado de pureza. En la figura 18 se muestra el análisis electroforético
en PAGE-SDS de las fracciones recogidas después de las dos etapas de purificación de
mOle e 1. El rendimiento en la producción del alergeno mutante, al final de la purificación,
es de 15 mg por litro de cultivo celular. El rendimiento es, aunque elevado, un 25% menor
que el obtenido en la producción de rOle e 1. Esta diferencia en el rendimiento de la
expresión entre rOle e 1 y mOle e 1, podría explicarse teniendo en cuenta la influencia que
podría ejercer el oligosacárido en la producción y secreción de proteínas por parte de la
levadura P. pastoris. Recientemente, los autores Zhu, y col., [1998] han apuntado que la
falta de glicosilación puede empeorar el nivel de expresión, alterar la distribución celular
y disminuir la eficiencia en la secreción de proteínas por P. pastoris.
Figura 18: Etapas en la  purificación de mOle e 1; después de la cromatografía en DEAE-celulosa (1) y
después del Sephadex G-75 (2); N, nOle e 1; M , marcadores de peso molecular.       
Caracterización molecular de mOle e 1
El análisis de la secuencia N-terminal del alergeno mutante mediante degradación
de Edman rindió la secuencia EDVPQ correspondiente a los aminoácidos del extremo
amino terminal de nOle e 9, lo que demuestra el correcto procesamiento de mOle e 1. La
composición de aminoácidos de mOle e 1 determinada mediante hidrólisis ácida y análisis
automático coincide con la secuencia deducida del clon expresado (3c) de Ole e 1.
El alergeno mutante, mOle e 1, presenta un masa molecular aparente en PAGE-SDS
de 18.5 kDa (figura 18), valor correspondiente al de la forma no glicosilada de nOle e 1.
Para confirmar que la proteína producida no había incorporado ningún resto glicosídico a
su molécula, se llevó a cabo la reacción con la lectina Con A utilizando como control rOle
e 1 (figura 19A). La masa molecular de la forma mutante fue determinada mediante su
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análisis por espectrometría de masas. Como se observa en la figura 19B, muestra un sólo
pico homogéneo de 16333 Da, prácticamente idéntico que el que mostraba el alergeno rOle
e 1 desglicosilado enzimáticamente con la endoglicosidasa PNGasa F (figura 9), ya que la
diferencia en la masa molecular, entre uno y otro, son 39 Da que quedaría dentro del error
experimental.
Figura 19:  (A) Reacción con Con A de los alergenos mOle e 1 (M) y rOle e 1 (R) purificados. (B)
Espectrometría de  masas de mO le e 1. a.i., unidades arbitrarias.
Caracterización espectroscópica de mOle e 1
Para comprobar si la ausencia del componente glicosídico de Ole e 1 afectaba a las
características estructurales de la proteína, se han obtenido los espectros de dicroísmo
circular en el UV lejano, así como los espectros de emisión de fluorescencia de los
alergenos recombinantes, rOle e 1 y mOle e 1. Los espectros de dicroísmo circular en el UV
lejano (figura 20A) son muy similares para ambas proteínas por lo que no parece haber
ningún efecto global en la estructura secundaria causado por la ausencia del azúcar.
Para estudiar posibles cambios a nivel de estructura terciaria en mOle e 1, se
obtuvieron los espectros de emisión de fluorescencia de mOle e 1 y rOle e 1 tras su
excitación a 295 nm y a 275 nm. En la figura 20B se observa cómo en el primer caso el
espectro es idéntico en ambas proteínas, lo que nos indica que no se ha modificado el
entorno del único Trp presente en la molécula. Sin embargo, disminuye ligeramente la
emisión de fluorescencia de mOle e 1 después de excitar a 275nm, este hecho indica que
con la pérdida del azúcar, el entorno de, al menos una, de sus 5 Tyr ha pasado a ser más
polar, lo que podría estar indicando que alguna de sus Tyr se encontraban protegidas del
disolvente por el grupo glicosídico. A partir de todos estos resultados se puede concluir que
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el alergeno mutante no glicosilado presenta un plegamiento correcto tanto a nivel de
estructura secundaria como a nivel de estructura terciaria.
Figura 20: Análisis espectroscópico de rOle e 1 (—) y mOle e 1 (----). (A) Espectros de CD en el UV lejano;
los valores se expresan como elipticidad molar por residuo (2), grados x cm2 x dmol-1. (B) Espectros de
emisión de fluorescencia obtenidos tras excitar a 275 nm (1) y 295 nm (2). Los valores de fluoresce ncia se
presentan en unidade s arbitrarias.
Estabilidad térmica
Una de las propiedades más importantes de los alergenos es su alta estabilidad
estructural, siendo en muchos casos una característica intrínseca de estas moléculas. Una
forma de evaluar la estabilidad de una molécula es estudiar la variación de la conformación
en función de la temperatura. Por tanto y con la finalidad de determinar si se veía afectada
la estabilidad térmica del alergeno por la ausencia del grupo glicosídico, se obtuvieron las
curvas de desnaturalización térmica de mOle e 1 y del alergeno recombinante. La
desnaturalización se midió como cambios en la elipticidad molar a 205 nm de la proteína
cuando se eleva la temperatura desde 20ºC hasta 80ºC, siendo el incremento de 30ºC/h. Las
curvas de desnaturalización térmica resultantes se muestran en la figura 21, a partir de las
cuales se ha calculado la temperatura de transición (Tm), que posee un valor de
aproximadamente 58ºC para ambas proteínas, valor similar al ya obtenido para la proteína
natural, 57ºC. También se puede observar que las curvas de desnaturalización obtenidas con
mOle e 1 y rOle e 1 son muy similares, monofásicas y su forma es sigmoidea, lo que da
idea del proceso cooperativo que supone la desnaturalización de Ole e 1. 
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Figura 21: Curvas de desnaturalización térmica de
rOle e 1 ()) y mOle e 1 (AAAA). Se registró la  elipticidad
molar [2] a 205nm. La elipticidad molar por residuo
está expresada en grados x cm2 x dmol-1.
Figura 22: Espectros de CD en el UV lejano de mOle e 1 (A) y rOle e 1 (B) registrados a 20ºC (—), tras
elevar la temperatura a 80ºC (----) y después de recuperar los 20ºC (AAAA). Los valores se expresan como
elipticidad molar por residuo (2), grados x cm2 x dmol-1.
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Los componentes glicosídicos de las glicoproteínas se encuentran implicados en
múltiples funciones biológicas como, por ejemplo, afectando a la velocidad de recambio
de la proteína, en la protección frente al ataque de determinadas proteasas, en el proceso de
plegamiento, o contribuyendo a la conformación y antigenicidad de la molécula. Hasta la
fecha, no se ha determinado el papel biológico del N-oligosacárido de Ole e 1, pero parece
que no participa ni en la formación, ni en el mantenimiento de su estructura tridimensional
ya que la expresión del alergeno desglicosilado no afecta notablemente su estructura
secundaria, ni terciaria, ni a la estabilidad térmica de la proteína.
Caracterización inmunológica de mOle e 1
Está descrito que en el componente glicosídico de Ole e 1 se encuentra un epítopo
con capacidad para unir IgE e IgG [Batanero y col., 1996], la existencia de esta molécula
supone una referencia interesante para estudiar más precisamente la implicación del
carbohidrato en la antigenicidad y alergenicidad de la molécula de Ole e 1. 
Figura 23: Inmunodetección de mOle e 1 (1 :g/ pocillo) (M) y nOle e 1 (1 :g/pocillo) (N) con cuatro
anticuerpos monoclonales (OL1, OL2, OL 3, y OL4) (A); con un anticuerpo policlonal (B) y con una m ezcla
de sueros de pacientes alérgicos (C).
Para ello, se ha ensayado, mediante inmunotransferencia, el reconocimiento de
cuatro anticuerpos monoclonales obtenidos frente a nOle e 1, de nOle e 1 y mOle e 1
(figura 23A). Todos ellos se unen de igual forma a los dos alergenos, además, y puesto que
tres de ellos (OL-2, OL-3, OL-4) no reconocen a la proteína desnaturalizada como se
demostró en la figura 13A de este trabajo, los resultados obtenidos indican que mOle e 1
mantiene los determinantes antigénicos y, por tanto, la conformación nativa necesaria para
unirse a estos anticuerpos. Cuando se ha ensayado la capacidad de unión de mOle e 1 a un
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anticuerpo policlonal obtenido frente a nOle e 1 se han obtenido los mismos resultados
(figura 23B), así como frente a una mezcla de cinco sueros (figura 23C) o frente a 13 sueros
individuales de pacientes alérgicos al olivo (figura 24). Estos resultados demuestran que
mOle e 1 tiene capacidad para unir tanto anticuerpos IgE como IgG similar a nOle e 1. 
Figura 24: Inmunodetección de los alergeno nOle e 1 (N)  y mOle  e  1 (M) con 13 sueros de pacientes
alérgicos al polen de olivo (1-13). Se utilizó 1 :g de proteína por pocillo.
Mediante los ensayos de inmunotinción se puede obtener una idea cualitativa de la
unión de IgE al alergeno, sin embargo no permite cuantificar esta unión. Por esta razón y
para medir de forma cuantitativa la unión de IgE a mOle e 1 y nOle e1, se ha realizado un
ensayo de titulación en ELISA con una mezcla de cinco sueros de pacientes alérgicos,
(figura 25). Si comparamos las curvas de titulación de mOle e 1 y nOle e 1, se observa que
son muy similares aunque no solapantes, este hecho podría atribuirse al polimorfismo que
presenta nOle e 1 frente a la única molécula expresada, mOle e 1. Comparando las curvas
de titulación de rOle e 1 y mOle e 1 se pueden estudiar las diferencias debidas únicamente
a la ausencia del azúcar ya que se trata de la misma cadena polipeptídica expresada en el
mismo sistema. Como era de esperar la diferencia entre las curvas de titulación de rOle e
1 y mOle e 1 es mínima, luego se puede confirmar el buen plegamiento del alergeno
mutante y se pueden atribuir las diferencias entre éste y el alergeno natural al polimorfismo
que éste último presenta. En cualquier caso, el oligosacárido podría estar influyendo en el
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reconocimiento tanto de nOle e 1 como de rOle e 1, luego su ausencia podría dar cuenta de
las posibles variaciones observadas en la unión de IgE a mOle e 1.
Figura 25: Curvas de unión de IgE de una mezcla de sueros de
pacientes alé rgicos, a nO le e 1, rOle e  1 y mOle e  1. 
Para comprobar si mOle e 1 era equivalente inmunológicamente a rOle e 1, se
realizaron ensayos de inhibición en ELISA, en los cuales se tapizó con una u otra proteína
y se inhibió alternativamente con ambas. Como se observa en la figura 27 A y B, ambos
alergenos presentan la misma capacidad para inhibir la unión de anticuerpos IgE al otro,
indicando que ambas son capaces de saturar los epítopos  IgE de la otra forma del alergeno.
Figura 26: Curvas de inhibición en E LISA de la unión d e IgE a rOle e 1 (A ) y a mOle e 1 (B) a dsorbidos a
poliestireno utilizando como inhibidores rOle e 1 (•) y mOle e 1 (•).
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Como conclusión podemos decir que se ha expresado en Pichia pastoris una forma
mutante desglicosilada del alergeno principal del polen de olivo Ole e 1. Esta proteína
conserva las propiedades antigénicas y alergénicas de forma similar a nOle e 1. Además la
pérdida del componente glicosídico no afecta de forma notable ni a la estructura secundaria
ni a la estructura terciaria de la proteína, tampoco modifica su estabilidad térmica. Por todas
estas razones, la obtención de mOle e 1 permitiría abordar la determinación de la estructura
tridimensional de Ole e 1, algo imposible hasta ahora debido al elevado polimorfismo
polipeptídico y glicosídico de Ole e 1 natural, y, probablemente, a la presencia del
oligosacárido en el alergeno recombinante expresado en P. pastoris.  
En general, el conocimiento de la estructura tridimensional de un alergeno permite
ampliar el conocimiento de la proteína tanto a nivel molecular como inmunológico, puesto
que facilita la identificación de las zonas de la cadena polipeptídica que quedan en la
superficie de la molécula y que, por tanto, pueden ser responsables de la interacción con los
anticuerpos IgE. Disponer de esta información podría facilitar, a su vez, el diseño de nuevas
estrategias para realizar el mapeo epitópico de este alergeno así como para diseñar nuevos
productos para inmunoterapia, como pueden ser las formas hipoalergénicas de Ole e 1, bien
por mutación del DNA, o por modificación química del alergeno, o el diseño de ligandos
monovalentes que puedan prevenir la agregación de los receptores y por tanto, reducir la
respuesta alérgica.
El conocimiento de la estructura tridimensional de Ole e 1 podría dar información
importante sobre características que, aunque se trate de una proteína mayoritaria en el polen
de olivo, aún se desconocen sobre este alergeno, como puede ser su función biológica. A
Ole e 1 se le atribuye un posible papel en la hidratación y/o germinación del polen, pero
esta hipótesis se basa en la similitud de secuencia observada con la proteína LAT52 del
polen de tomate, para la cual se ha sugerido dicha función [Muschietti y col., 1994].
La disponibilidad, en fin, de un sistema de producción eficaz de este alergeno
posibilitaría realizar estudios que de otra forma serían inabordables.
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ALERGENOS DE ALTO PESO MOLECULAR EN EL POLEN DE OLIVO
Detección de un nuevo alergeno 
La diagnosis y, sobre todo, la inmunoterapia requieren un buen conocimiento,
completo y exhaustivo, de las moléculas responsables de los procesos alérgicos, por lo que
se hace necesario conocer el panel completo (alergograma) de los alergenos del polen de
olivo, desde los más relevantes, es decir, aquellos que son reconocidos por más de un 50%
de los pacientes alérgicos al olivo (alergenos principales) hasta los minoritarios que no por
ser reconocidos por un número pequeño de pacientes dejan de ser importantes, ya que
pueden causar síntomas muy graves.  Hasta la fecha se han aislado y caracterizado, total o
parcialmente, ocho alergenos del polen de olivo, todos ellos con una masa molecular
inferior a 35 kDa. Sin embargo, y aunque en estudios anteriores ya se había descrito la
existencia de bandas de 46-48 y 60-66 kDa  capaces de unir IgE [Vela y col., 1982; Wheeler
y col., 1990; Baldo y col., 1992; Waysel y col., 1996; Rodríguez y col., 1998] que podrían
constituir alergenos de gran incidencia, apenas no se tenían datos de los alergenos de alto
peso molecular presentes en esta fuente alergénica.
Figura 27: Análisis de la  inhibición de la unión de IgE de 7 sueros de pacientes alérgicos al extracto de polen
de olivo (40 :g/pocillo), utilizando como inhibidores: 5 :g de Ole e 1, 1 :g de Ole e 3 y 1 :g de Ole e 6.
(-) sin inhibidores, (+) con inhibidores. Los números marcan las posiciones de los patrones de masa molecular.
El estudio mediante inmunotransferencia de la unión de IgE a proteínas del polen
de olivo, llevado a cabo con 72 pacientes de Madrid, Córdoba y Jaén, reveló la existencia
de una banda proteica de aproximadamente 45 kDa que era reconocida por 44 de estos
sueros (61.1%). Este dato indicaba que este alergeno podría tener una elevada prevalencia
ente los pacientes alérgicos al polen de olivo. Con el fin de poder descartar la posibilidad
de que esta banda fuera una forma agregada de alguno de los alergenos previamente
descritos, se escogieron siete de los sueros, y se realizaron ensayos de inhibición de la unión
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de IgE al extracto de polen de olivo. Como inhibidores se emplearon Ole e 1, Ole e 3 y Ole
e 6. El resultado se muestra en la figura 27 donde se puede observar que ninguno de estos
alergenos es capaz de inhibir la unión de anticuerpos IgE a la banda proteica de 45 kDa.
Aislamiento y purificación
Para el aislamiento de este alergeno se empleó el polen de olivo proporcionado por
Biopol ya que su contenido en Ole e 1 es significativamente menor que en el polen
proporcionado por la empresa Allergon AB, lo que aparentemente facilitaría la purificación
de un alergeno con una masa molecular de 45 kDa, teniendo en cuenta que Ole e 1 es una
proteína mayoritaria en el polen y con tendencia a dimerizar para formar un agregado de
40 kDa.
Figura 28: Perfil de eluc ión de la cro matografía  de penetrabilidad en Sephadex G-150. La absorción de las
fracciones del eluído se registró a 280 nm (A). PAGE-SDS (15%) de las fracciones comprendidas entre las
dos señaladas en el perfil con una flecha, detecta das con az ul de Coo massie  (B) y analiza das con un a mezcla
de sueros de pacientes alérgicos (C). M, marcadores de masa molecular.
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Este alergeno fue aislado a partir del extracto salino del polen de olivo mediante tres
etapas cromatográficas. En cada etapa, el seguimiento del alergeno se realizó mediante la
inmunotinción de alícuotas de las diferentes fracciones, tras ser sometidas a PAGE-SDS
y transferidas a membranas de nitrocelulosa. Dicha inmunotinción se realizó con una
mezcla de cinco sueros de pacientes alérgicos a olivo que presentaban reactividad de sus
IgE frente a dicho alergeno. El extracto salino se resolvió, en primer lugar, en una
cromatografía de penetrabilidad en Sephadex G-150 (figura 28A). En la figura 28B se
muestra el análisis electroforético en PAGE-SDS de las fracciones recogidas teñidas con
azul de Coomassie, donde se observa que aparecen múltiples bandas siendo las más
importantes las que poseen una masa molecular comprendida entre 16 y 66 kDa. De todas
ellas, Ole e 1 (20 kDa) y dos proteínas de 45 y 66 kDa son reactivas frente a los sueros de
pacientes alérgicos (figura 28C). Las fracciones que contenían proteínas capaces de unir
anticuerpos IgE con una masa molecular entre 35 y 50 kDa, se juntaron y liofilizaron. Con
el fin de separar mejor el dímero de Ole e 1, de 40 kDa, se llevó a cabo una cromatografía
de la muestra en la misma columna de Sephadex G-150.De nuevo, se reunieron las
fracciones alergénicas identificadas, y se aplicaron en una columna de afinidad en phenyl-
Sepharosa. Tras utilizar un gradiente decreciente en Tris-HCL/NaCl, el alergeno se eluyó
con agua. En la figura 29A se muestra el análisis electroforético de las muestras obtenidas
en las diferentes etapas del aislamiento, así como la inmunotinción del alergeno purificado
con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos (figura 29B). El grado de pureza del
alergeno después de la columna de afinidad, determinado por densitometrado de los geles
de PAGE-SDS teñidos con azul de Coomassie, es del 93%.
Figura 29: (A) Análisis en PAGE-SDS de las etapas de p urificación d el alergeno  de 45 kD a. E, extracto  total
de polen de olivo; S-1, después de la primera cromatografía de penetrabilidad; S-2, después de la segunda
cromatografía; P, despu és de la cro matografía d e afinidad en  phenyl-Sepharosa. M, m arcadores de m asa
molecular. (B) Inmu nodetecc ión con un a mezcla d e sueros de  la fracción rec ogida de spués de la  phenyl-
Sepharosa, P.
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Puesto que el nuevo alergeno purificado es reconocido por las IgEs de pacientes
alérgicos al polen de olivo, se le ha asignado el nombre de Ole e 9 según la nomenclatura
IUIS [King y col., 1994].
CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE Ole e 9
Análisis de la glicosilación
El carácter glicoproteico es una de las características comunes a muchos alergenos.
Por tanto, con el fin de comprobar si la proteína se encontraba glicosilada, se realizó una
tinción de la muestra procedente de la cromatografía de afinidad, después de ser sometida
a PAGE-SDS y transferida a membrana de nitrocelulosa, con la lectina Con A que une
específicamente restos de manosa. El resultado, como se muestra en la figura 31, resultó
ser positivo, convirtiéndose en el segundo alergeno del polen de olivo que, junto con Ole
e 1, presenta un grupo glicosídico unido a su cadena polipeptídica. La glicosilación es una
característica común entre muchos alergenos importantes de distintas fuentes biológicas.
Como ejemplos de alergenos glicosilados  encontramos Art v 2 del polen de Artemisia
vulgaris [Nilsen y col., 1991], Api m 1 (PLA2) en el veneno de avispas [Kubelka y col.,
1993], Cry j 1 del cedro del Japón [Hino y col., 1995], Lol p 11 del polen de Lollium
perenne [van Ree y col., 1998] y Ara h 1 en el cacahuete [de Jong y col., 1998].
Figura 30: Reacción de Ole e 9 -fracción recogida después de la phen yl-
Sepharosa- con Con A.
Criterios de pureza
La homogeneidad del alergeno purificado se analizó aplicando la muestra en una
cromatografía en fase reversa (RP-HPLC) utilizando un gradiente de acetonitrilo del 35%
al 65% en TFA al 0.1%. Como se observa en el cromatograma (figura 31), se obtuvieron
dos picos que eluyen a un porcentaje de acetonitrilo elevado: 50 y 52 %. Las dos especies
obtenidas en ambos picos, a y b en esta cromatografía, se analizaron por separado para
determinar sus características moleculares. 
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Figura 31: Perfil de elución del alergeno en RP-HPLC empleando una columna Nucleosil C-18.
Análisis en PAGE-SDS
El análisis electroforético de los dos picos obtenidos tras la cromatografía de RP-
HPLC, a y b, demuestra que ambos tienen la misma movilidad en PAGE-SDS, presentando
una masa molecular aparente de 45.7 kDa (fig. 32A). En el gel se puede observar, también,
una banda con una masa molecular aparente de 93 kDa. Para comprobar si se trataba del
dímero de Ole e 9, se realizó la inmunodetección, con una mezcla de cinco sueros de
pacientes alérgicos, de las proteínas transferidas a membrana, reducidas y sin reducir con
$-mercaptoetanol. En condiciones reductoras desaparece la banda de alto peso molecular,
lo que confirmaría la existencia del dímero que, también, une IgE. Además, el hecho de que
el patrón electroforético de la proteína de 45 kDa no se modifique tras el tratamiento con
$-mercaptoetanol indica la presencia de una única cadena polipetídica. Sí se observa un
aumento en la masa molecular aparente, lo cual es lógico puesto que con la reducción de
los posibles puentes disulfuro, se despliega la proteína, dotándole de una conformación más
desordenada. También se observa una disminución significativa en el reconocimiento por
parte de los sueros de la forma reducida, sobre todo si se tiene en cuenta que, en este caso,
a la señal del monómero se debería sumar la que antes aparecía en el dímero. Este resultado
indica que el alergeno presenta epítopos conformacionales que han desaparecido con la
desnaturalización de la proteína. En la figura 32B se observa, también, que aunque las dos
isoformas presentan capacidad para unir IgE, la primera (pico a en el cromatograma)
muestra una mayor unión de estos anticuerpos IgE.
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Figura 32: Análisis electroforético en PAGE-SDS (12%) de las muestras obtenidas tras la cromatografía en
RP- HPLC, a (4 :g) y b (4 :g), mediante la tinción con azul de Coomassie (A), e inmunotransferencia
(aplicados 1 :g) con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos (B), sobre las muestras sin reducir (-) y
reducidas con $-mercaptoetanol y tratamiento térmico a 90ºC (+).
Determinación de la masa molecular
Figura 33: Análisis por espectrometría de masas de las proteínas obtenidas en la cromatografía RP-HPLC.
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La masa molecular del alergeno se determinó mediante espectrometría de masas,
empleando para ello las dos especies moleculares, picos a y b, recogidos en la
cromatografía RP-HPLC. Los espectros obtenidos para las proteínas muestran picos
ligeramente anchos (figura 33), lo que podría ser debido a la existencia de isoformas. El
espectro de la primera molécula (a) presenta un máximo a 46431 Da y el espectro de la
segunda (b) muestra un máximo a 46307 Da.
Composición de aminoácidos
La composición de aminoácidos de ambas proteínas se determinó mediante
hidrólisis ácida y análisis automático. La tabla 11 muestra los resultados obtenidos como
porcentaje molar de cada uno de los residuos en la proteína completa, así como el número
de residuos determinados basándose en el peso molecular calculado por espectrometría de
masas (46.4 y 46.3 kDa) y un valor medio de masa por residuo de 115 Da.
    Tabla 11: Composición de aminoácidos de las dos isoformas aisladas de Ole e 9.
        Aminoácido                  Ole e 9a                                  Ole e 9b
% Nº de residuos % Nº de residuos
Cys* 6 6
Asx 13.2 56 13.2 56
Thr 6.6 28 6.5 28
Ser 8.2 35 7.7 33
Glx 8.1 34 7.5 32
Pro 7.1 30 8.7 37
Gly 9.9 42 9.5 40
Ala 9.1 39 8.7 39
Val 6.0 26 6.6 27
Met 2.5 10 2.4 10
Ile 3.9 17 3.9 17
Leu 8.4 36 8.3 35
Tyr 4.1 17 4.0 17
Phe 4.7 20 4.6 20
His 1.7 7 1.92 7
Lys 5.6 24 5.42 23
Arg 0.7 3 0.7 3
Trp nd nd nd nd
Total 430 430
     nd: no determinado 
     * determinado por oxidación con ácido perfórmico
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Como se puede observar, la composición de aminoácidos resultó ser muy similar
para ambas especies, lo que sugiere que son isoformas de la misma proteína. De la
composición de aminoácidos de este nuevo alergeno cabe destacar la presencia de 6
cisteínas algunas de las cuales podrían encontrarse formando puentes disulfuro en la
molécula.
De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la proteína aislada
presenta polimorfismo y que las dos especies separadas en el HPLC son, por tanto,
isoformas de la misma proteína que presentan, a su vez, distinta capacidad de unión a los
anticuerpos IgE de pacientes alérgicos.
Determinación parcial de la estructura primaria de Ole e 9
La secuencia NH2-terminal de Ole e 9 no se pudo determinar por degradación de
Edman, debido al bloqueo originado por modificación del residuo que ocupa la primera
posición en la cadena polipeptídica. 
Con el fin de obtener algún segmento de secuencia interna de Ole e 9, se utilizó un
método alternativo: se procedió a digerir la proteína con tripsina. Los péptidos obtenidos
se separaron mediante una cromatografía de RP-HPLC (figura 34). Posteriormente, se
obtuvo la secuencia NH2-terminal, mediante degradación de Edman, de 6 de esos picos. La
tabla 12 muestra las secuencias obtenidas de los seis péptidos analizados. Para el pico P4
se obtuvieron dos secuencias, que pueden distribuirse de la forma representada en la tabla
debido a los distintos rendimientos recogidos en cada ciclo para cada uno de ellos.
Figura 34: Perfil de eluc ión en RP -HPLC  (columna  Nucleosil C 18) de la digestión de Ole e 9 con tripsina.
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       Tabla 12: Secuencia de amino ácidos de los pép tidos obtenidos 






P4 SIDTYLFSLY / YFGLFKPDGS 
P5 AAGSWXVPKPGVSDDQLTGNINYAXSQG
X: indeterminado
Estas secuencias se introdujeron en el banco de datos GenBank/EMBL y se analizó
su homología con otras proteínas resultando que podían ser alineadas con enzimas $-1,3-
glucanasas de plantas. La secuencia de todos los péptidos se podía alinear con un mayor o
menor grado de similitud, con un elevado número de glucanasas de distintas especies y
tejidos. Sin embargo, el péptido P5 sólo mostraba homología con cuatro $-1,3-glucanasas:
con Wh-Ta, enzima de punto isoeléctrico ácido presente en la raíz del trigo [Hird y col.,
1993], y con las $-1,3-glucanasas básicas de Brassica napus (Bn-A6), de Arabidopsis
thaliana (At-A6) ambas específicas de anteras [Cruz-Ortega y col., 1997], y de Salix
gilgiana (Sg-GN1), siendo con Wh-Ta con la que presentaba una mayor identidad. La
diferencia entre estas cuatro glucanasas y todas las demás descritas hasta la fecha, es la
presencia de un extremo COOH-terminal más largo formado por 100-120 residuos. La
secuencia del péptido P5 se alineaba, precisamente, con dicha extensión. Por lo tanto, se
podrían distinguir dos clases de enzimas, “cortas” y “largas”, dependiendo de la longitud
de la cadena polipeptídica. Como ejemplo, de las glucanasas “cortas” se ha seleccionado
para la figura la enzima de Hordeum vulgare (Hv-Gv).
Las $-1,3-glucanasas son enzimas hidrolíticas que se encuentran ampliamente
distribuidas en plantas y aunque su función biológica precisa se desconoce, se las ha
relacionado con enzimas de defensa de plantas frente a patógenos (pathogenesis-related
proteins o PR-proteins), debido a la inducción de la expresión de sus genes en plantas
infectadas y a su capacidad para romper los enlaces $-1,3 presentes en glucopolímeros que
forman parte de la pared de hongos y otros microorganismos [Antoniw y col., 1980;  Stintzi
y col., 1993; Van Loon y col., 1994]. Con posterioridad, se han descubierto genes de $-1,3-
glucanasas que se expresan durante procesos del desarrollo de plantas sanas tales como la
germinación [Casacuberta y col., 1992], la senescencia [Hanfrey y col., 1996] y la floración
[Lotan y col., 1989; Ori y col., 1990; Cote y col., 1991; van Eldik y col., 1996].
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Figura 35: Alineamiento, según Altschul y col. [1997], de la secuencia de los péptidos trípticos de Ole e 9
con dos enzimas $-1,3-glucanasas: Wh-Ta y Hv-Gv. En rojo se marcan los residuos conservados en los
péptidos y en alguna de  las dos secuencias.
CLONAJE Y SECUENCIACIÓN DE Ole e 9
En la figura 36 se muestra la estrategia empleada para el clonaje y la secuenciación
del cDNA que codifica Ole e 9. Para ello fueron necesarias varias etapas de PCR utilizando
como molde el cDNA sintetizado a partir del RNA total aislado del polen de olivo. En esta
aproximación, se empleó el kit SMART RACE cDNA que permite la síntesis del cDNA
de doble hebra a partir del RNA total, usando los cebadores 3'CDS o SMART-II. La
selección de uno u otro cebador depende del extremo del gen cuya amplificación se quiera
dirigir y posteriormente se quiera clonar, 3' o 5' respectivamente. Los oligonucleótidos que
se emplearon son los descritos en la tabla 2. Los tres primeros (OL9A, OL9B y OL9C), se
diseñaron degenerados a partir de la secuencia de los péptidos trípticos. Todos los
fragmentos de DNA obtenidos en cada etapa de PCR se clonaron en el vector pCR 2.1 y
se secuenciaron.  
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A partir de la secuencia del péptido tríptico P3 se diseñó el cebador OL9C (5'63'),
y a partir de la secuencia de P5 se diseñaron los cebadores OL9A (3'65') y OL9B (5'63').
En la primera reacción de amplificación, en la que se emplearon los cebadores OL9C y
OL9A, se obtuvo un fragmento de 700 pb que codificaba para una región interna de la
proteína. Con los cebadores OL9B y 3'CDS, se amplificó un fragmento de 485 pb. Con esta
segunda reacción de amplificación se consiguió determinar la secuencia de nucleótidos que
codifica para el carboxilo-terminal de Ole e 9, así como la secuencia 3' no codificante hasta
la cola de poliA. Con las dos primeras etapas de PCR se había conseguido obtener una
secuencia compuesta, en total, por 1100 nucleótidos.
A partir de esta secuencia obtenida se diseñaron nuevos cebadores específicos, esta
vez, no degenerados: OL9D (5'63'), OL9E (3'65') y OL9F (3'65'). OL9D se utilizó para
reamplificar de nuevo el extremo 3' y confirmar la secuencia obtenida anteriormente. Con
el fin de obtener la secuencia NH2-terminal se llevaron a cabo dos reacciones de
amplificación con los cebadores OL9E, OL9F y SMART-II. En la primera reacción se
obtuvo un fragmento de 657 pb y en la segunda un fragmento de 722 pb. Se secuenciaron
ambos lo que permitió obtener junto con la secuencias obtenidas anteriormente, la
secuencia completa de DNA que codifica para la proteína Ole e 9. 
Figura 36: Estrategia de l clonaje de  Ole e 9. (A) Etapas de P CR realizadas co n los distintos cebadores (,).
(B) El gel muestra los fragmentos de DNA obtenidos en las dos últimas etapas de PCR. M, patrones de
tamaño conocido; región codificante de Ole e 9 sin péptido señal (1) y con él (2).
En la figura 37 se muestra la secuencia completa de nucleótidos del gen de Ole e
9, junto con la secuencia de aminoácidos deducida. La región codificante son 1380
nucleótidos que codifica para 460 aminoácidos. La secuencia se analizó utilizando un
método predictivo para detectar el sitio de procesamiento de la proteína madura [Nielsen
y col., 1997]. Según esta predicción, Ole e 9 se procesaría entre la Ser-26 y la Gln-27, luego
presenta un péptido señal formado por 26 aminoácidos. Este dato sugiere que Ole e 9 es una
proteína de secreción al medio extracelular. Como se ha comentado en la introducción de
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este trabajo, las $-1,3-glucanasas, proteínas con las que el alergeno presenta homología, se
pueden clasificar en distintos grupos dependiendo, entre otras cosas, de su localización
celular, sólo las de la clase I (pI básico y de longitud cortas) se localizan en las vacuolas,
siendo las demás secretadas al medio extracelular (clase II, III y IV). Por otro lado, el hecho
de que el primer aminoácido sea una Gln explicaría la imposibilidad de obtener el extremo
NH2-terminal mediante degradación de Edman, ya que este aminoácido se cicla de forma
espontánea a piroglutamato.
   1 AAAAAACAAATTATTTTCGTTTTCCAACTTATTCTTAACCTAAAGCAGATAGCCATACAGATGGCTGCAAAT 
                                                                 M  A  A  N     4
  73 GTGCAAACATCTTCTCTACTCTTCCTGGTTTTCCTTTTACTACAAAACTTTTACTCCGCAAATTCACAATCA
     V  Q  T  S  S  L  L  F  L  V  F  L  L  L  Q  N  F  Y  S  A  N  S –Q  S    28
 144 TTTTTGGGAGTAAATTATGGGCAATTAAGCGACAACCTCCCTTCGCTTCAGGCGACGGTGAACCTTTTGAAG
     F  L  G  V  N  Y  G  Q  L  S  D  N  L  P  S  L  Q  A  T  V  N  L  L  K    52 
 219 TCCACAACCATCCAAAAGGTTAGGCTCTTCGGTGCTGAGCCAGCAGTCATTAAAGCGTTTGCAAACACCGGC 
     S  T  T  I  Q  K  V  R  L  F  G  A  E  P  A  V  I  K  A  F  A  N  T  G    76 
 291 GTTGAAATTGTGATAGGATTCGACAATGGCGATATTCCAACGTTAGCTTCCAACCCAAATGTAGCAAGTCAG 
     V  E  I  V  I  G  F  D  N  G  D  I  P  T  L  A  S  N  P  N  V  A  S  N   100
 363 TTTGTGAAATCCAATGTGATGTCTTTCTATCCGGCGAGCAATATTATAGCCATCACCGTTGGTAATGAGGTA 
     F  V  K  S  N  V  M  S  F  Y  P  A  S  N  I  I  A  I  T  V  G  N  D  V   124
 435 TTGACATCAGGAGATCAAAAGCTCATCTCTCAACTCTTGCCAGCAATGCAAAATGTCCAAAATGCCCTGAAT 
     L  T  S  G  D  Q  K  L  I  S  Q  L  L  P  A  M  Q  N  V  Q  N  A  L  N   148
 507 GCCGCTTCATTGGGTGGGAAAGTTAAGGTCTCGACGGTGCACGCGATGGCTGTGTTAAGTCAGTCATATCCT
     A  A  S  L  G  G  K  V  K  V  S  T  V  H  A  M  A  V  L  S  Q  S  Y  P   172
 579 CCCTCATCAGGAGTTTTCAACCCTGGATTAGGTGACACAATGAAGGCATTGCTTCAATTCCAGAGTGCAAAT 
     P  S  S  G  V  F  N  P  G  L  G  D  T  M  K  A  L  L  Q  F  Q  S  A  N   196
 651 GATGCACCTTTTATGATCAGTCCATACCCTTACTTCGCATACAAAAACCAGCCAACGCCTGATACATTGGCA
     D  A  P  F  M  I  S  P  Y  P  Y  F  A  Y  K  N  Q  P  T  P  D  T  L  A   220 
 723 TTCTGCCTTTTCCAACCTAATGCTGGGCAAGTCGACTCTGGAAATGGTCACAAGTACACGAATATGTTCGAT 
     F  C  L  F  Q  P  N  A  G  Q  V  D  S  G  N  G  H  K  Y  T  N  M  F  D   244
 795 GCACAGGTTGATGCTGTGCACTCTGCCTTAAATGCAATGGGATTCAAGGATATTGAGATCGTAGTTGCTGAG 
     A  Q  V  D  A  V  H  S  A  L  N  A  M  G  F  K  D  I  E  I  V  V  A  E   268
 867 ACTGGGTGGCCTCACGGAGGAGACTCCAATGAAGTTGGCCCAAGCTTGGACAATGCAAAAGCCTATGTTGGA 
     T  G  W  P  H  G  G  D  S  N  E  V  G  P  S  L  D  N  A  K  A  Y  V  G   292
 939 AACTTGATAAACCACCTCAAATCAAAAGTCGGCACCCCACTTATGCCTGGAAAATCAATTGACACCTACCTC 
     N  L  I  N  H  L  K  S  K  V  G  T  P  L  M  P  G  K  S  I  D  T  Y  L   316
1011 TTTTCACTTTATGACGAGGATAAGAAAACCGGGGCAAGCTCAGAGAAATATTTTGGACTTTTCAAGCCAGAT 
     F  S  L  Y  D  E  D  K  K  T  G  A  S  S  E  K  Y  F  G  L  F  K  P  D   340
1083 GGTTCGACGACTTATGATGTCGGTCTCCTAAAGAACACACAGAATCCAACAACTCCAGCAACACCAACCCCA
     G  S  T  T  Y  D  V  G  L  L  K  N  T  Q  N  P  T  T  P  A  T  P  T  P   364
1155 ACACCAAAAGCAGCAGGATCTTGGTGTGTACCCAAACCTGGAGTCTCTGATGATCAGTTGACGGGAAATATT
     T  P  K  A  A  G  S  W  C  V  P  K  P  G  V  S  D  D  Q  L  T  G  N  I   388
1227 AACTATGCCTGTGGCCAGGGGATTGATTGCGGGCCAATTCAGCCAGGAGGTGCCTGTTTTGAACCAAACACT 
     N  Y  A  C  S  Q  G  I  D  C  G  P  I  Q  P  G  G  A  C  F  E  P  N  T   412
1299 GTAAAAGCACACGCTGCTTATGTGATGAATCTTTACTATCAATCTGCCGGAAGGAATTCTTGGAACTGTGAC 
     V  K  A  H  A  A  Y  V  M  N  L  Y  Y  Q  H  A  G  R  N  S  W  N  C  D   436
1371 TTCTCGCAGACAGCCACTCTCACTAATACTAATCCTAGTTACGGAGCTTGCAATTTTCCCAGTGGCAGTAAC
     F  S  Q  T  A  T  L  T  N  T  N  P  S  Y  G  A  C  N  F  P  S  G  S  N   460
1443 TGAAAGGATGAGGAAATTTTTGATTGCTAAATAATTAGTAGAGATGTAGTAGTTTCCGAAGTGGTTCTGAAA    
1515 CATAAGGCCCAATATTAGTTTTTATGTAAGCTAATAATGAATTTTCAATTGTATTCATGACACTTTATTGAA 
1587 TAAAGGATATTTTTTGTATTTTCTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Figura 37: Secuencia  de nucleó tidos de O le e 9 junto con la secuencia de aminoácidos deducida. Se subrayan
las regiones q ue se obtuv ieron con la  secuencia ción de los péptidos trípticos. (–) sitio predictivo para el
procesamiento. El subrayado doble marca los sitios potenciales de glicosilación.
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Tabla 13: Composición de aminoácidos de Ole e 9.
                   Nº de aminoácidos determinados por:
                                Análisis de aminoácidos            Secuenciación*
Aminoácido Ole e 9a Ole e 9b
Cys 6 6 7
Asx 56 56 58
Thr 28 28 30
Ser 35 33 37
Glx 34 32 31
Pro 30 37 32
Gly 42 40 38
Ala 39 39 40
Val 26 27 30
Met 10 10 9
Ile 17 17 17
Leu 36 35 33
Tyr 17 17 17
Phe 20 20 20
His 7 7 7
Lys 24 23 23
Arg 3 3 2
Trp nd nd 3
Total 430 430 434
* determinado para la proteína madura
La masa molecular y el punto isoeléctrico calculado de forma teórica a partir de la
secuencia de aminoácidos, excluyendo el péptido señal, fue 46044 Da y 5.62,
respectivamente, valores que se correlacionan bien con los obtenidos para la proteína
purificada (46.4 y 46.3 kDa, para las  isoformas aisladas). La composición de aminoácidos
obtenida a partir de la estructura primaria coincide, también, con la calculada mediante la
hidrólisis ácida de la proteína (tabla 13).
El alergeno presenta dos posibles sitios de N-glicosilación en las posiciones 355 y
447, que se encuentran formando parte de la secuencia consenso Asn-X-Thr/Ser. De estos
dos sitios, al menos uno se encuentra glicosilado como se ha demostrado mediante la
reacción positiva de la proteína con la lectina Con A. 
Posteriormente, se diseñaron dos nuevos cebadores: NTC-OL9 y CT-OL9,
correspondientes al extremo 5' y 3' terminal, respectivamente, del DNA codificante de Ole
e 9. Ambos incluyen un sitio de restricción para facilitar más adelante su clonaje en un
vector de expresión. Con estos dos cebadores se llevó a cabo otra reacción de
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amplificación, en la que se obtuvo la región codificante del alergeno completa, que se clonó
en el vector pCR 2.1. Cuatro de los clones obtenidos fueron secuenciados.
Figura 38: Secuencias de aminoácidos deducidas de los clones de cDNA  de Ole e 9  obtenido s mediante
amplificación por PCR. Los puntos ( A) indican ide ntidad resp ecto a la secu encia superior; O lee9, secue ncia
obtenida mediante la secuenciación de los fragmentos de PCR. También se muestran el número de cambios
y el % de identidad de cada clon con respecto al superior.
Por otro lado, y teniendo en cuenta el sitio de procesamiento, se diseñó otro cebador,
NT-OL9, que correspondía a la secuencia de siete residuos a partir del primer aminoácido
de la proteína madura que, junto con CT-OL9, sirvió para obtener la región codificante de
Ole e 9 madura. El fragmento de DNA se clonó en el vector pCR 2.1 y se seleccionaron
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cuatro nuevos clones para ser secuenciados. El poseer el DNA correspondiente a la
preproteína y a la proteína madura facilitaría la selección posterior del método a utilizar
para expresarla.
Tabla 14: Características moleculares de los clones secuenciados de Ole e 9.
Clones Masa molecular (Da) Punto isoeléctrico Camb ios en la sec uencia
OLE48 46043 .7 5.62 ---
Olee9 46043 .7 5.62 S6G, H6S
OLE45 46120 .8 5.62 N6T
OLE49 46047 .7 5.62 P6T
OLE47 45940 .6 5.62 C6S
OLE12 46043 .7 5.62 ---
OLE6 46043 .7 5.62 ---
OLE21 46138 .9 5.97 G6F, D6P, A6V 
OLE2 45896 .4 5.00
N6S, D6G, K6N, A6T, K6E, S6G,
H6S, K6D 
Tras la secuenciación de los ocho clones completos, cuatro conteniendo el péptido
señal y otros cuatro con la secuencia de la proteína madura, se analizaron los cambios en
la secuencia de nucleótidos, algunos de los cuales eran silenciosos y otros, sin embargo,
conducían a cambios en la secuencia de aminoácidos. En la figura 38 se muestran las
secuencias de aminoácidos deducidas a partir de estos clones, así como la deducida por
secuenciación de los distintos fragmentos obtenidos por PCR para completar el clonaje de
Ole e 9, comparadas con el clon OLE48. Se escogió este clon como referencia puesto que
dos de los otros clones secuenciados tienen exactamente la misma composición
aminoacídica que éste, lo que sugiere que podría ser el mayoritario. Se puede observar que
aparecen heterogeneidades en varias posiciones, lo cual estaría en concordancia con el
polimorfismo observado en la proteína a partir del perfil de RP-HPLC (figura 31), como
en el análisis de aminoácidos (tabla 11). Cabe destacar que aparecen más cambios en la
secuencia obtenida de los clones sin péptido señal, lo que hace pensar que podría haber más
heterogeneidades que no se están detectando al haber condicionado la selección de estas
secuencias a partir del péptido señal. Aparecen cambios en 14 posiciones a lo largo de la
secuencia, manteniéndose en todas ellas los dos sitios potenciales de glicosilación. Todos
los clones tienen siete cisteínas en las posiciones 222, 273, 392, 398, 407, 435 y 453, salvo
el clon 47, cuya única variación respecto a la secuencia obtenida más frecuente es la
sustitución de la Cys 453 por una Ser. En la tabla 14 aparecen algunas características
moleculares de estos clones, como son la masa molecular y el punto isoeléctrico calculados
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de forma teórica a partir de la secuencia de aminoácidos de la proteína madura. Cabe
destacar que todos los clones salvo dos, mantienen exactamente el mismo punto
isoeléctrico.
El polimorfismo que aquí se confirma como una característica molecular de Ole e
9 es extensible al caso de muchos alergenos de plantas y, concretamente, en el polen de
olivo se han descrito, también, otros alergenos que lo manifiestan. Ole e 1 posee
heterogenidades en 37 posiciones de su estructura primaria [Villalba y col., 1993; Villalba
y col., 1994], Ole e 3 presenta 2 cambios en la secuencia de aminoácidos [Ledesma y col.,
1998] y en Ole e 8 se han detectado 5 [Ledesma, 2000]. El polimorfismo de alergenos se
ha podido determinar en los últimos años gracias a las técnicas de clonaje y secuenciación
del cDNA específico habiéndose encontrado isoformas en muchos de ellos, como por
ejemplo en Lol p1de L. perenne, Amb a 1 de A. artemisiifolia, Par j 1de P. judaica y Cyn
d 1 de C. dactylon [Pérez y col., 1990; Groffith y col., 1992; Duro y col., 1997; Chang y
col., 1999]. Estas isoformas pueden variar en pocos aminoácidos o en más de un cuarto de
la secuencia completa. Otro ejemplo puede ser el alergeno principal del polen de abedul,
Bet v 1, para el que se han descrito hasta 20 isoformas presentando, algunas de ellas, baja
capacidad para unir IgE, pero alta capacidad para estimular células T [Snowboda y col.,
1995; Ferreira y col., 1996]. En el otro extremo se encuentran los alergenos de pólenes de
gramíneas como Lol p 1, Lol p 2 y Lol p 3 que existen como múltiples formas
isoalergénicas [Johnson y Marsh, 1965]. Por tanto, la determinación de las isoformas de un
alergeno no sólo es un valioso dato a nivel científico que completa la caracterización de la
proteína, sino que puede tener gran relevancia clínica, puesto que la sustitución de algunos
aminoácidos en la estructura primaria pueden cambiar notablemente su antigenicidad, así
hay estudios que apuntan hacia el posible uso de isoformas hipoalergénicas en
inmunoterapia [Ebner y Ferreira, 1997].
Las enzimas $-1,3-glucanasas, con las que Ole e 9 presenta homología, también se
caracterizan por presentar distintas isoformas [Leubner-Metzger y Meins, 1999] que pueden
variar en número. Por ejemplo, de la enzima Sp41 específica del estilo del tabaco se han
detectado dos isoformas [Ori y col., 1990] y de la enzima de cebada, se han detectado hasta
seis isoformas denominadas desde Hv-GI a Hv-GVI [Xu y col., 1992].
Homología de secuencia
El alineamiento de la secuencia completa de Ole e 9 con otras $-1,3-glucanasas de
distintas especies (figura 39) confirmó la homología propuesta previamente. En la tabla 15
se muestran los porcentajes de identidad y de similitud entre las distintas secuencias
considerando la región que se puede alinear.
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Figura 39: Alineamiento de la secuencia de Ole e 9 con $-1,3-glucanasas de Triticum aestivum (trigo) (Wh-
Ta), de Arabidopsis thaliana (At-A6), de Brassica napu s (colza) (Bn-A6), de Salix gilgiana (sauce japonés)
(Sg-GN1), de Nicotiana tabacum (tabaco) (To-Sp41), de Hordeum  vulgare  (cebada) (Hv-GII) y de Hevea
brasiliensis  (látex)  (Hev b 2). En negro se resaltan los residuos conservados en todas las secu encias y en gris
los conservados en, al menos, cuatro de ellas. Los guiones (-) indican los huecos introducidos en el
alineamiento. Se señala el sitio teórico de procesamiento de Ole e 9 (9), los residuos catalíticos (*) propuestos
por Chen y col. [1995] y los sitios potenciales de glicosilación (–) para Ole e 9.
Tabla 15: Porcentajes (% ) de identidad y similitud de secuenc ia entre Ole e 9 y proteínas ho mólogas.
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             SIMILITUD
Ole e 9 Wh-Ta At-A6 Bn-A6 Sg-GN1 To-sp41 Hv-GII Hev b 2
Ole e 9 58 51 51 52 55 53 50
Wh-Ta 39 48 49 48 47 49 45
At-A6 32 32 93 70 54 52 48
Bn-A6 31 32 84 70 52 52 47
Sg-GN1 33 32 51 50 53 52 49
To-sp41 34 29 32 31 29 60 65
Hv-GII 35 34 32 31 34 42 58
Hev b 2 30 30 27 27 28 48 47
       IDENTIDAD
Como se puede observar, la mayor identidad la presenta con una $-1,3-glucanasa
presente en la raíz del trigo (Wh-Ta) la cual posee un punto isoeléctrico ácido [Cruz-Ortega
y col., 1997], y con las $-1,3-glucanasas básicas de Brassica napus (Bn-A6), de
Arabidopsis thaliana (At-A6) ambas específicas de anteras  [Hird y col., 1993], y de Salix
gilgiana (Sg-GN1) específica del amento de las flores masculinas [Futamura y col., 2000].
Ole e 9, así como estas cuatro proteínas, tienen una extensión en el extremo COOH-
terminal, rica en Cys y Pro con una longitud entre 108 y 112 residuos, de la que carecen el
resto de las enzimas $-1,3-glucanasas descritas hasta la fecha [Leubner-Metzger y Meins,
1999]. Como ejemplo de éstas últimas, se ha utilizado en el alineamiento la enzima de
cebada (Hv-GII) [Xu y col., 1992] y la enzima To-sp411 del estilo del tabaco [Lotan y col.,
1989]. En la figura se incluye, también, la secuencia del alergeno del látex Hev b 2
[Sunderasan y col., 1995; Chye y Cheung, 1995], único alergeno descrito como $-1,3-
glucanasa y por tanto, único alergeno con el que Ole e 9 presenta homología. La similitud
entre Hev b 2 y Ole e 9 no es muy elevada (30% de identidad, 50% de similitud), sobre todo
si comparamos con la que presentan otros alergenos del polen del olivo, como Ole e 1 y Ole
e 3, con sus alergenos homólogos, en otras oleáceas o en especies no relacionadas
filogenéticamente como las gramíneas, ya que los valores oscilan entre el 81 y el 98%.
En la región COOH-terminal de Ole e 9, se encuentran situados los dos sitios
consenso potenciales de glicosilación. Wh-Ta, Bn-A6 y Sg-GN1 tienen también dos sitios
posibles de glicosilación en esa zona, y At-A6 tres. Estas enzimas presentan, además, otros
lugares posibles de glicosilación repartidos a lo largo de su secuencia. La enzima Sp41, $-
1,3-glucanasa “corta” posee un sitio de glicosilación en el extremo COOH-terminal y otros
tres repartidos a lo largo de la molécula, habiéndose demostrado, mediante la reacción
positiva con Con A, que se encuentra glicosilada [Ori y col., 1990]. Además, Hev b 2 posee
un sitio potencial de glicosilación al final del extremo carboxilo, no habiéndose estudiado
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su carácter glicosilado [Sunderasan y col., 1995; Chye y Cheung, 1995]. La glicosilación
es una propiedad que las proteínas que aquí se presentan no comparten con las demás $-
1,3-glucanasas descritas hasta la fecha, aunque se sabe que las de clase I (pI ácido y cortas)
se producen como pre-pro-proteínas con un péptido señal hidrofóbico en el extremo NH2-
terminal y una extensión glicosilada en el extremo COOH-terminal que se elimina en la
proteína madura [Shinshi y col., 1988]. 
Por otro lado, no se puede descartar el procesamiento de un péptido corto del
extremo COOH-terminal de Ole e 9, teniendo en cuenta, por un lado las masas moleculares
del alergeno obtenidas experimentalmente (46.4 y 46.3 kDa) y a partir de la secuencia
deducida de la proteína madura (46 kDa) y la masa molecular (892 Da) que sumaría el
grupo glicosídico mínimo (NAcGlu2Man3) unido a una Asn de una secuencia consenso;
tanto más si se consideran dos sitos glicosilados y con oligosacáridos más complejos.
Además, la pérdida de un péptido corto podría implicar a la última Cys de la cadena
polipeptídica, lo que podría explicar el hecho de que mediante la oxidación con ácido
perfórmico y posterior análisis de aminoácidos de Ole e 9, sólo se detectasen seis Cys y no
las siete determinadas tras la secuenciación de los distintos clones. En cualquier caso,
tampoco habría que descartar que el procesamiento del extremo NH2-terminal implicase
algunos residuos más de los predichos por el método de Nielsen y col. [1996], aunque
parece más improbable puesto que implicaría residuos que se encuentran conservados en
otras $-1,3-glucanasas (figura 39).
Otro dato que hay que destacar al comparar las distintas secuencias es que las seis
Cys se encuentran en posiciones conservadas en las cinco $-1,3-glucanasas “largas”,
encontrándose todas ellas localizadas en el extremo COOH-terminal, luego podrían tener
un motivo tridimensional común en esta región. También resulta interesante comprobar que
las enzimas “largas”, salvo Wh-Ta, se encuentran localizadas en tejidos reproductivos de
las plantas. Estas enzimas de mayor longitud no se adaptan a ninguno de las clases
estructurales propuestas para las $-1,3-glucanasas, luego podríamos encontrarnos frente a
una nueva clase de estas enzimas.
La familia de $-1,3-glucanasas incluye una proteína de látex para la que se han
descrito propiedades alergénicas. Se trata de Hev b 2 alergeno que pertenece al grupo de
las $-1,3-glucanasas cortas y básicas. Este alergeno es polimórfico, presentando masas
moleculares aparentes entre 35-38 kDa. Estas características moleculares lo alejan de Ole
e 9 que es una $-1,3-glucanasa “larga” (46 kDa) de punto isoeléctrico ácido. sin embargo,
no puede descartarse algún tipo de reactividad cruzada entre estos dos alergenos, extremo
que será preciso explorar en un futuro.
En la tabla 16 se resumen algunas de las características moleculares de las $-1,3-
glucanasas homólogas a Ole e 9 que han sido empleadas en el alineamiento. Se puede
observar la variabilidad tanto en el tamaño como en el pI. De todas las $-1,3-glucanasas
“largas” descritas, tan sólo Ole e 9 y Wh-Ta presentan un punto isoeléctrico ácido.
Tabla 16: Resumen de algunas características moleculares de las proteínas homólogas a Ole e 9.
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                        Nº de aminoácidos   Mw  (kDa)       
Glucanasa a b a b pI
Ole e 9 460 434 46.0 49.0 5.62
Wh-Ta 461 436 46.0 48.9 6.00
At-A6 478 455 52.0 52.9 9.20
Bn-A6 474 453 52.0 53.5 9.20
Sg-GN1 478 440 49.0 52.0 9.27
To-sp41 351 319 35.7 39.2 5.61
Hv-GII 334 306 32.0 35.2 10.0
Hev b 2 374 349 36.0 41.3 9.50
       a, incluyendo el péptido señal
        b, considerando la proteína madura 
Predicción de estructura secundaría de Ole e 9
La predicción de estructura secundaria se llevó a cabo basándose en la estructura
primaria del alergeno y aplicando los métodos de Garnier y col., [1996] (figura 40). Los
resultados de dicha predicción dan un 18.9% hélice ", 23.5% lámina $ y 57.6%
conformación aperiódica. El patrón de estructura secundaria muestra una alternancia entre














NPSYGACNFPSGSN                                                         434
Figura 40: Predicció n de estructur a secunda ria de Ole  e 9, siendo hélice " (h en azul), lámina $ (e en rojo),
y ordenación aperiódica (c enverde). Los residuos catalíticos y los sitios de N-glicosilación están señalados
en negrita.
Esta distribución da lugar a un motivo estructural típico de las enzimas glicosil-
hidrolasas [Juers y col., 1999] al que se denomina barril "/$ o, en inglés, “TIM barrel”.
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Este nuevo dato estructural apoya, una vez más, la pertenencia de Ole e 9 a la familia de
las glicosil-hidrolasas, uno de cuyos miembros es la $-1,3-glucanasa. El extremo COOH-
terminal formado por los últimos 108 aminoácidos tiene, principalmente, estructura
aperiódica,  siendo en esta región donde se encuentran los dos sitios potenciales de
glicosilación, así como seis de las siete Cys que tiene la molécula. Los residuos catalíticos
propuestos por Chen y col. [1995] quedan distribuidos de la siguiente forma: el Glu-268
nucleófilo en la lámina $7 y el Glu-331 donador de protones en la lámina $8, la situación
de estos residuos en la estructura secundaria está conservada en todas las enzimas $-1,3-
glucanasas [Varghese y col., 1994].
Predicción de antigenicidad e hidrofilia
A partir de la secuencia de aminoácidos deducida de Ole e 9 se ha obtenido su perfil
de hidrofobicidad (figura 41) según el programa descrito por Kyte y Doolittle [1982] donde
se puede observar que tienen un extremo NH2-terminal muy hidrofóbico formado por 26
aminoácidos, que correspondería al péptido señal. También se observa que los primeros
300 aminoácidos, incluyendo el péptido señal, tienen un mayor carácter hidrofóbico por lo
que podrían estar formando parte de una estructura más empaquetada que los 150 residuos
del extremo COOH-terminal que tiene un carácter más hidrofílico. El perfil de
hidrofobicidad es muy similar al descrito para la $-1,3-glucanasa del estilo del tabaco
Sp41[Ori y col., 1990].
Figura 41: Predicciones teóricas sobre la estructura de Ole e 9. (a) Perfil de hidrofobicidad según Kyte y
Doolittle, [1982]. (b) Perfil de antigenicidad según Welling y col. [1985].
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La predicción de antigenicidad mediante el método de Welling y col., [1985] sugiere
la existencia de cinco regiones potencialmente antigénicas, que podrían contribuir a la
formación de epítopos B. Esta regiones serían las comprendidas entre los residuos 145-166,
247-253, 284-302, 319-329 y 412-429.
ANÁLISIS FUNCIONAL DE Ole e 9: ACTIVIDAD ENZIMÁTICA $-1,3-glucanasa
El mecanismo catalítico propuesto para las enzimas $-1,3-glucanasas se muestra en
la figura 42 [Chen y col., 1993; 1995]. El centro activo lo forman una tetrada de
aminoácidos ionizables: Glu-268, Glu-322, Lys-325 y Glu-331 (posiciones
correspondientes a Ole e 9; ver figura 39).
Figura 42: Mecanismo catalítico propuesto para las enzimas $-1,3-glucanasas por Chen y col. [1995]. Las
posiciones marcadas en los residuos son las correspondientes a Ole e 9. El pH ó ptimo de  actuación e s 4.5
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El Glu-331, como ácido débil, actuaría protonando el oxígeno glicosídico y el Glu-
268 actuaría como nucleófilo estabilizando, mediante un enlace covalente transitorio, el
estado intermedio. El mecanismo por el cual Glu-322 y Lys-325 ejercen su influencia está
por determinar, aunque es posible que estos dos residuos formen un par iónico que podría
ayudar a estabilizar la carga negativa que se establece en el Glu-331 durante la protonación
del átomo de oxígeno glicosídico [Chen y col., 1995]. 
Puesto que estos residuos implicados en la catálisis enzimática se conservaban en
Ole e 9, se procedió a medir in vitro la actividad $-1,3-glucanasa del alergeno. Para ello se
empleó como sustrato un polímero de glucosas unidas por enlaces $-(1,3), la laminarina,
y se midió la actividad como la cantidad de glucosa liberada por minuto. El alergeno
purificado muestra una actividad específica de 38.9 ± 5.6 mg de glucosa por minuto y por
:mol de proteína, exhibiendo la mayor actividad a un pH comprendido entre 4.5 y 6.0
(figura 43).
Figura 43: Depend encia del pH de la actividad de Ole e 9, que se expresa como el valor de absorción medido
a 540 nm del producto coloreado obtenido por reacción de la glucosa liberada con el reactivo de cobre
empleado en el ensayo (ver materiales y métodos).
Si se comparan las actividades de las $-1,3-glucanasas descritas es conveniente
distinguir entre aquellas que son básicas y las que tienen un pI ácido. Las primeras  tienen
una actividad enzimática que puede ser entre 50 y 250 veces mayor que la de las segundas,
presentando una actividad máxima a pH 4.5, y siendo el intervalo de pH al que son activas
muy estrecho (entre 4.0 y 5.5). Son precisamente las $-1,3-glucanasas de la clase I las que
parecen estar implicadas en los procesos de defensa, habiéndose demostrado la expresión
de la proteína cuando se produce la infección por algún agente patógeno [Leubner-Metzger
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y Meins, 1999]. Ole e 9 es una $-1,3-glucanasa ácida, lo que podría explicar la actividad
específica  baja comparada con, por ejemplo, una de las isoenzimas de las $-1,3-glucanasas
de cebada Hv-GI (punto isoeléctrico 8.6), cuya actividad específica es 1246 mg de glucosa
liberados por minuto y por :mol de enzima a un pH óptimo de 5.6 [Hoj y col., 1988]. En
este sentido, cabe destacar el hecho de que existen muy pocas $-1,3-glucanasas bien
caracterizadas a nivel enzimático, salvo las isoformas de la enzima de la cebada: Hv-GI y
Hv-GII [Hoj y col., 1988; Chen y col., 1993; 1995]. Respecto al grupo de glucanasas
“largas”, no se conoce ni la actividad específica de ninguna de ellas, ni de qué forma podría
estar involucrada la extensión de su COOH-terminal en la ausencia de actividad. Teniendo
en cuenta esta última incógnita y a diferencia de Ole e 9, no se ha detectado actividad en
la enzima específica de anteras Bn-A6 [Hird y col., 1993]. Este hecho se ha explicado en
base a la ausencia de uno de los Glu directamente implicados en la catálisis, concretamente
el Glu-331 está sustituido por una Gln en esta $-1,3-glucanasa de colza [Chen y col., 1995].
Basándose en estos análisis, se podría descartar la participación del extremo COOH-
terminal de las $-1,3-glucanasas “largas” en la unión al sustrato. Por otro lado, un hecho
que apunta una explicación de este cambio, con una base fisiológica, es que estudios
realizados con otra enzima específica de anteras de tabaco, Tag1, han demostrado que la
expresión prematura, es decir, en estadíos tempranos de la maduración del polen, de la
actividad $-glucanasa en las anteras de tabaco transgénico provoca la esterilidad de la
planta [Worral y col., 1992], por lo que es posible que en la naturaleza, la actividad de Bn-
A6 deba ser baja, o bien que pueda ser regulada por desamidación de dicho residuo
catalítico [Chen y col., 1995]. En estudios previos se ha sugerido que la desamidación de
proteínas actúan como relojes moleculares in vivo controlando el desarrollo y el
envejecimiento [Robinson y Robinson, 1991]. Tanto Bn-A6 como Ole e 9 se encuentran
en tejidos reproductores de la planta, la primera en anteras y la segunda en polen. Podría
ocurrir que la actividad $-1,3-glucanasa tuviera que ser también baja en el polen
disparándose, quizá, ante un cambio en las condiciones fisiológicas o ambientales de la
planta, pudiendo, por tanto, formar parte de procesos del desarrollo o de defensa de la
misma. 
Según estos resultados, parece que con las enzimas de defensa $-1,3-glucanasas
ocurre lo contrario que con las quitinasas, en las que un dominio extra sirve para destacar
la actividad enzimática. Las quitinasas, enzimas de defensa, también se han clasificado en
distintos grupos dependiendo de su punto isoeléctrico y localización celular. Así las de la
clase II son ácidas y presentan en su extremo NH2-terminal un dominio de heveína que
parece estar implicado en la unión al sustrato, incrementando la actividad catalítica de éstas
con respecto a las quitinasas de la clase I que carecen de dicho dominio. En este sentido los
autores Neuhaus y col [1996] han realizado recientemente una revisión. Podríamos estar
ante un modo de regulación enzimática, positiva o negativa, en la que ésta depende de la
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presencia en la molécula de extensiones polipeptídicas.
A la vista de los resultados obtenidos sobre Ole e 9, acerca de su capacidad para
romper las uniones $-1,3 presentes en glucopolímeros, resulta interesante comparar su
posible función biológica en la célula del polen y las funciones atribuidas al resto de los
miembros de esta familia. 
El crecimiento del tubo polínico se produce en un extremo del polen donde la
organización citoplasmática de las células difiere del resto. En esta zona  la pared celular
es más fina y plástica que en el resto del polen. Sin embargo, durante el crecimiento del
tubo polínico, la pared celular de éste no altera su grosor, lo que apunta que también debe
producirse la síntesis de pared celular. Parece, por tanto que debe existir un balance entre
rigidez y plasticidad en el extremo del tubo polínico controlado tanto por enzimas que
sintetizan como por enzimas que degradan la pared celular. Hace bastantes años que
Roggen y Stanley [1969] estudiaron el efecto de enzimas glucosidasas ($-1,3-glucanasa,
$-1,4-glucanasa y peptidasa) durante la formación del tubo en el polen del peral. En estos
estudios demostraron que, cuando se añade $-1,3-glucanasas al medio, al principio de la
germinación del polen, se produce un incremento en la longitud del tubo polínico después
de tres horas de crecimiento del mismo. Sin embargo, cuando la enzima era añadida
después de una hora de crecimiento, no tenía ningún efecto sobre la longitud del tubo. Por
lo tanto, la actividad $-1,3-glucanasa parece ser relevante en el comienzo de la germinación
del polen disolviendo la pared de callosa presente en el poro que se produce en la intina en
el lugar donde comienza a crecer el tubo polínico. El hecho de que la adición de la enzima
no tuviese ningún efecto en el crecimiento del tubo, confirma que la callosa, sustrato natural
de las enzimas glucanasas, no se encuentra en el extremo del mismo durante su
crecimiento. En estos estudios también se demuestra que la relación en la concentración de
glucanasas ($-1,3-glucanasas y $-1,4-glucanasas) es, también, un factor determinante en
la iniciación de la extensión del tubo polínico.
No hay estudios posteriores sobre el papel de las glucanasas en el polen aunque sí
se han detectado en tejidos implicados en la reproducción de las plantas, tales como el
estilo y las anteras. Como ejemplo, tendríamos el papel de la $-1,3-glucanasa Tag1 durante
la formación del polen en tabaco: en ese momento, la tetrada se encuentra rodeada de una
pared de callosa y la degradación de esta pared por una $-1,3-glucanasas específica de
anteras es un paso necesario para la liberación del polen fértil en el lóculo de la antera
[Worral  y col., 1992; Bucciaglia y Smith, 1994]. En el estilo del tabaco se expresa,
exclusivamente, la enzima Sp41. Su expresión se produce cuatro días antes de la antesis y
alcanza el pico máximo dos días antes, y dura hasta el envejecimiento del estilo [Sessa y
Fluhr, 1995]. Hasta el aislamiento y caracterización de Ole e 9, ninguna $-1,3-glucanasa
había sido detectada en polen. Sin embargo, estas enzimas podrían tener un papel
fisiológico importante en la formación o en el desarrollo del mismo, aunque tampoco hay
que descartar que Ole e 9 pueda ejercer una función de defensa en el polen ya que se trata
          RESULTADOS Y DISCUSIÓN102
de un tejido muy resistente frente al ataque de patógenos y a la degradación.
MODELIZACIÓN DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA DE Ole e 9
Figura 44: Mod elo teórico de  la estructura terc iaria del alerge no Ole e 9 . A, visión lateral; B , visión frontal.
En rojo se muestran los residuos dispuestos en hélice " y en amarillo los dispuestos en lámina $. Se muestran,
también, las cadenas laterales de los cuatro residuos catalíticos: en negro el Glu-268, en azul oscuro el Glu-
322, en azul claro la Lys-325 y en rosa el Glu-331. C, Visión frontal del alergeno donde se muestran en color
rojo y azul claro las regiones menos parecidas al modelo utilizado. Con la flecha se señala el sitio de unión
al sustrato.
En la actualidad se conoce la estructura tridimensional de algunas proteínas de la
familia de las glicosil-hidrolasas. Recientemente, Juers y col. [1999] han realizado una
interesante revisión a este respecto. La disponibilidad de las coordenadas atómicas de estas
proteínas y la homología existente entre todas las proteínas pertenecientes a esta familia,
ha permitido realizar una primera aproximación teórica a la estructura terciaria de Ole e 9.
        RESULTADOS Y DISCUSIÓN  103
Para ello se utilizó el programa Swiss-Model Protein Modelling Server [Peitsch, 1996;
Guex, y Peitsch, 1997]. La proteína sobre la cual el programa modeló fue la isoforma GII
de la $-1,3-glucanasa del grano de la cebada (Hv-GII), de la que se ha obtenido mediante
difracción de rayos X la estructura terciaria [Varghese y col., 1994]. Esta proteína, que
presenta una similitud de estructura primaria con Ole e 9 del 41%, no contienen la región
COOH-terminal del alergeno de olivo por lo que sólo se han podido modelizar los residuos
comprendidos entre la Leu-4 y la Asn-352. En la figura 44 se recoge el modelo estructural
teórico obtenido para Ole e 9.
La estructura tridimensional consiste en un motivo ("/$)8 (TIM-barrel) formado por
una corona central compuesta por las ocho láminas $, conectadas con lazos, que pueden
ser más o menos largos, a las ocho hélices ", que forman una corona externa. El surco que
atraviesa la molécula, tienen una longitud de aproximadamente 40 D y constituye el sitio
de unión al sustrato donde se localizan los residuos catalíticos. El centro catalítico queda
entre las hélices "2 y "3 del extremo NH2-terminal de la cadena polipeptídica y entre las
hélices "5 y "6 del extremo COOH-terminal de la cadena. En la figura 44A se puede
comprobar que las diferencias entre ambas glucanasas se encuentran en los lazos de unión
entre las hélices a y las láminas b, mientras que el plegamiento de la estructura secundaria
periódica está muy conservada.
La estructura de una proteína puede ser descrita a diferentes niveles: estructura
primaria, plegamiento, estructura del dominio y estructura de la superficie, siendo esta
última la más relevante para la unión de anticuerpos, particularmente los epítopos, ya que
es la zona de la superficie donde a nivel atómico el alergeno interacciona con el anticuerpo.
Es por ello que en los procesos de reactividad cruzada tiene tanta importancia la similitud
de los alergenos a nivel de estructura terciaria, como a nivel de estructura primaria. El
conocimiento de la estructura tridimensional de un alergeno, bien sea obtenida mediante
técnicas como RMN o difracción de rayos X, o bien mediante la predicción empleando
como molde una proteína homóloga cuyo plegamiento se conozca, resulta de gran interés
para la determinación de los epítopos que pueden estar implicados en la unión a IgE, así
como para el diseño de nuevas estrategias de estudio de la proteína.
CARACTERIZACIÓN INMUNOLÓGICA DE Ole e 9
En el alergograma correspondiente al extracto de polen de olivo se había podido
detectar un alergeno de masa molecular aproximada de 45 kDa que era reconocida con una
alta prevalencia por los sueros de distintos pacientes alérgicos a polen de olivo. El
aislamiento y la caracterización molecular de esta $-1,3-glucanasa permitió confirmar su
naturaleza alergénica ya que la proteína purificada era reconocida en experimentos de
inmunotransferencia por una mezcla de cinco sueros de pacientes alérgicos que contenían
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IgE específicas frente a componentes de alto peso molecular (figura 29). Con la misma
mezcla de sueros se ha llevado a cabo un ensayo de titulación del alergeno en ELISA para
analizar la unión en fase soluble (figura 45), empleándose como control negativo el
alergeno Sin a 1 de mostaza.
Figura 45: Análisis en ELISA de la unión de IgE a Ole e 9
purificado (Ž) con una mezcla de sueros de pacientes alérgicos
a olivo. Se utilizó como control negativo Sin a 1 (•).
Para conocer la relevancia clínica de este nuevo alergeno, quedaba por analizar la
frecuencia de reconocimiento de Ole e 9 entre los pacientes alérgicos al polen de olivo. La
selección de estos pacientes es crítica debido a que está demostrada la dependencia
geográfica que existe en la frecuencia de reconocimiento de determinados alergenos, como
es el caso de Ole e 6 y Ole e 7, siendo uno de los factores más influyentes el nivel del polen
en el ambiente. Por tanto, se emplearon sueros de pacientes de dos regiones españolas
donde la exposición al polen de olivo es diferente: Jaén y Madrid.
De la región de Jaén se ensayaron mediante ELISA 46 sueros de pacientes alérgicos
al polen de olivo. Los resultados se compararon con los obtenidos para Ole e 1 con esos
mismos sueros. Como se observa en la figura 46A, el 65% reconocen a Ole e 9, mientras
que el 75% reconocen a Ole e 1 (se consideraron positivos aquellos cuya unión condujese
a una DO superior a 0.1). Cinco de los sueros que reconocían a Ole e 9 se emplearon para
comparar, mediante ensayos de inmunotransferencia, la unión de IgE al alergeno purificado
y al extracto total del polen de olivo (figura 46B). En esta figura se puede observar el
reconocimiento de varias proteínas del extracto del polen que presentan estos sueros,
comparado con la única banda reactiva de Ole e 9 purificada.
De la región de Madrid se emplearon 92 sueros de pacientes resultando una
frecuencia de reconocimiento del 52% (figura 47). Este valor es inferior que en el caso de
los sueros procedentes de Jaén pero es superior al 50% que indica el umbral para considerar
a un alergeno como principal, según la nomenclatura clásica de King y col. [1994]. Este
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dato indica que Ole e 9 puede ser considerado el segundo alergeno más prevalente del polen
de olivo, situándose inmediatamente detrás de Ole e 1.
Figura 46: (A) ELISA de unión de las IgE de sueros de pacientes alérgicos a los alergenos Ole e 1 y Ole e
9. (B) Inmunotinción del extracto de polen de olivo (40 :g de proteína total/pocillo), carril E, y de Ole e 9
purificada (0.8 :g/pocillo), carril P , con suero s de pacien tes alérgicos d e Jaén. El nú mero de  suero de la
inmunodetección se corresponde con el del ELISA.
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Figura 47: ELISA de unión a Ole e 9 de las IgE de sueros de pacientes alérgicos al olivo de la región de
Madrid (se considera negativos aquellos con DO<0.1).
Aunque Ole e 9 es un alergeno con alta prevalencia tanto en Jaén como en Madrid,
si comparamos la intensidad de la respuesta en ELISA de los sueros de las dos poblaciones,
(figura 48), se puede observar que los pacientes de Jaén poseen un nivel más alto de IgEs
específicas de Ole e 9 que los pacientes de Madrid.
Figura 48: Análisis mediante ELSA de la distribución de la intensidad de respuesta a Ole e 9 de IgE de
pacientes sensibilizados al polen  de olivo de las dos po blaciones seleccionad as.
En estudios previos ya se había apuntado hacia la existencia de diferencias notables
en la prevalencia de los alergenos más importantes del polen de olivo, según la región en
la que habita el paciente alérgico [Rodríguez y col., 1998]. Así, mientras en regiones como
Madrid y Valencia, donde los pacientes están expuestos a bajos niveles de polen de olivo,
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predomina el reconocimiento al alergeno Ole e 1, en provincias como Jaén en la que la
población está expuesta a altos niveles de polen de olivo, muchos sueros reconocen
complejos patrones de bandas de alto y bajo peso molecular, además de Ole e 1. En el caso
de Ole e 9, la mayor diferencia entre las dos regiones no es la prevalencia sino el grado de
sensibilización de los pacientes, pudiendo ser esta diferencia atribuida a los niveles en los
que se encuentra este alergeno en el polen de olivo, mucho menores que los de Ole e 1 (el
análisis del extracto del polen de olivo mediante PAGE-SDS y posterior tinción con azul
de Coomassie muestra que Ole e 1 es la proteína más abundante en esta fuente biológica).
Esto explicaría, por ejemplo, que sólo en aquellas regiones donde los niveles de polen de
olivo en la época de floración sean muy elevados, Ole e 9 podrá producir una mayor
sensibilización en los pacientes alérgicos y estimular la producción de una considerable
cantidad de IgE específica (figura 48).
La dependencia del factor geográfico en la prevalencia a algunos alergenos podría
tener una gran importancia a la hora de realizar un diagnóstico y de diseñar una estrategia
de inmunoterapia para cada paciente alérgico, pues tratamientos de inmunización frente a
polen de olivo que pueden resultar eficaces con pacientes de una determinada área pueden
tener una respuesta limitada en pacientes de otras regiones.
Localización de regiones inmunodominantes en Ole e 9
La fragmentación proteolítica de una proteína alergénica, bien sea química o
enzimática, es una estrategia alternativa a la obtención de péptidos sintéticos o péptidos
recombinantes para su mapeo epitópico [Mazzoni y col., 1996]. Para realizar una
aproximación preliminar al mapeo epitópico de Ole e 9, y determinar alguna región
inmunodominante, se emplearon los péptidos resultantes de la digestión proteolítica del
alergeno con tripsina (figura 34) después de su purificación mediante HPLC. Alícuotas
idénticas de cada uno de los péptidos obtenidos (P0, P1, P2, P3, P4 y P5) (tabla 17) se
aplicaron en una membrana de nitrocelulosa y se realizó la detección inmunológica con una
mezcla de sueros, así como con tres sueros individuales que reconocen la proteína. En la
figura 49 se muestra el resultado obtenido con la mezcla de sueros, que fue idéntico al
obtenido con los sueros individuales. Podemos observar que sólo P5, que está localizado
en la extensión del COOH-terminal de la cadena polipeptídica, es capaz de unir IgE,
indicando que contiene una región inmunodominante en Ole e 9. Sin embargo, no se debe
descartar la existencia de otros determinantes antigénicos localizados en otras zonas de la
molécula ya que existen muchas regiones aún sin explorar. Además, determinados epítopos
pueden estar incompletos o pueden poseer un carácter discontinuo lo que impediría su
reconocimiento en la membrana. Por otro lado, el hallazgo de un epítopo en P5 es
congruente con el hecho de que la región COOH-terminal, que no tienen estructura
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periódica y es significativamente hidrofílica (figura 41), se encuentre expuesta en la
superficie de la molécula, y por tanto, fácilmente accesible a los anticuerpos. Este estudio
es aún muy preliminar, y el análisis inmunológico completo de Ole e 9 precisa aún mucha
investigación.
 
Tabla  17: Secuencia completa de los péptidos trípticos de Ole e 9. Se indica su secuencia de amino ácidos y













Figura 49: Recono cimiento de  los péptido s trípticos de O le e 9 por u na mezcla  de cinco sueros de pacientes
alérgicos a olivo. Como control positivo se empleó Ole e 9 purificada (+) y como control negativo albúmina
(-).
Presencia de proteínas homólogas a Ole e 9 en otros pólenes
Ensayos de inhibición
Se ha llevado a cabo un ELISA de inhibición de la unión de IgE a Ole e 9 unido en
fase sólida. Para ello se empleó una mezcla de sueros de pacientes alérgicos y como
inhibidor extractos de diferentes fuentes biológicas: pólenes y frutas como el melocotón
(figura 50). La preincubación de los sueros con los extractos inhibe moderadamente la
unión de IgE a Ole e 9 y sólo cuando se utiliza como inhibidor el extracto de olivo se
consigue bloquear el 98% de la unión. En contra de lo que se podría esperar, ni tan siquiera
los miembros de la familia de las oleáceas, Ligustrum, Syringa y Fraxinus, son capaces de
mostrar una notable inhibición. Aunque existen diferencias entre estos extractos, siendo el
de Ligustrum el que presenta la máxima potencia inhibitoria, nunca se alcanzaron valores
de inhibición superiores al 30%. En  especies filogenéticamente más alejadas la situación
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es parecida, salvo en el caso de Chenopodium album, que inhibe en un 52% la unión de IgE
a Ole e 9. Estos resultados se pueden explicar por el hecho de que las $-1,3-glucanasas de
distintas especies no posean secuencias de aminoácidos muy conservadas, lo que conduciría
a no compartir un gran número de epítopos. También puede ocurrir que la cantidad en que
se encuentre la proteína homóloga en otras especies sea menor que en el polen de olivo. En
este sentido, Ole e 9 difiere de otros alergenos del olivo como Ole e 2 (profilina del olivo,
considerada un panalergeno) [Ledesma y col., 1998] y Ole e 3 [Batanero y col., 1996;
Ledesma y col., 1998], ya que éstos han sido descritos como alergenos implicados en la
reactividad cruzada entre pólenes de diferentes especies.
Figura 50: Análisis de la presencia de alergenos homólogos de Ole e 9 en diversos extractos vegetales
mediante  ensayo de inhibició n en ELIS A de la unió n de IgE d e una mez cla de cinco  sueros sensib les a Ole
e 9 a dicho alergeno previamente adsorbido a poliestireno, utilizando como inhibidores extractos de pólenes
(500 :g, determina do por L owry) de: O. europaea (Biopo l), F. excelsior, S. vulga ris,  L.vulgare ,  L. perenne,
C. dactylon, A. vulga ris, C. album, B. verrucosa , y pulpa  y piel de melocotón. 
Análisis por inmunotransferencia
Con el fin de poder identificar posibles componentes de alto peso molecular
presentes en otras fuentes biológicas que tengan alguna relación inmunológica con
alergenos del polen de olivo, se llevó a cabo la inmunodetección de las proteínas de los
extractos previamente ensayados en ELISA electroforetizados en PAGE-SDS y transferidos
a membranas. Para realizar este ensayo, se empleó una mezcla de sueros de pacientes
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alérgicos a olivo, que además eran reactivos a Ole e 9. El resultado electroforético tras la
tinción con azul de Coomassie se muestra en la figura 51A, donde llama la atención la
aparente diferencia en cuanto a la cantidad proteica aplicada de cada extracto de las
distintas oleáceas. Estas diferencias serían atribuibles al hecho de que la determinación de
la cantidad de proteína aplicada se ha realizado mediante un ensayo de Lowry, el cual puede
verse afectado por la presencia de pigmentos como ocurre con  el extracto de F. excelsior.
En la figura 51B, se observa que los sueros de pacientes alérgicos a olivo reconocen
componentes alergénicos a 18-20 kDa (en las oleáceas, se trata del correspondiente
homólogo de Ole e 1), 35-36 kDa, en gramíneas y abedul, y a 40-48 kDa y 66 kDa en todos
los extractos de pólenes ensayados.
Figura 51: Análisis en inmunotransferencia de la reactividad de diversos extractos vegetales frente a sueros
de pacientes alérgicos a olivo. (A) y (C) PAGE-SDS de los distintos extractos teñidos con azul de Coomassie;
(B) y (D) inmunodetección de los mismos extractos con la mezcla de cinco sueros empleada en los
experimentos de la figura 50. L a cantidad de proteína total aplicada por pocillo fue 50 :g (estimado por
Lowry). Extractos de polen de: (1) O. europaea (Biopol), (2) F. Excelsior, (3) S. vulga ris, (4) L. Vulgare , (5)
L. perenne, (6) B. verrucosa , (7) C. album, (8) A. vulgar is, (9) C. dactylon, y pulpa (10) y piel (11) de
melocotón. 
En el extracto de melocotón, se pueden observar unas proteínas de masa molecular
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aparente de 9-10 kDa que probablemente sean las LTPs que se expresan principalmente en
la piel del melocotón donde ejercen un papel de defensa, además se detecta otra banda de
18-20 kDa. En el caso de la pulpa de este fruto se detecta, además, una banda de 46 kDa
(figura 51C y D). 
Estos resultados indican la existencia de alergenos de alto peso molecular presentes
en estas fuentes biológicas que pueden tener alguna relación inmunológica con alergenos
del polen de olivo.
Análisis por Northern blot
El Northern blot es una técnica alternativa que permite detectar la expresión de una
proteína a nivel de su mRNA por lo que la presencia de proteínas homólogas de una dada
pueden explorarse, también, mediante esta técnica. El ensayo se realizó, además de con
RNA aislado del polen de Olea europaea, con el de pólenes de las especies Syringa
vulgaris, Ligustrum vulgare, Cynodon dactylon, Lolium perenne, Fraxinus excelsior,
Artemisia vulgaris, Betula verrucosa y Salsola kali. Como control positivo se empleó polen
de olivo. Las muestras de RNA, tras ser fraccionadas en un gel de agarosa al 1.2% con
formaldehído y transferidas a membranas de nylon, se hibridaron con una sonda marcada
radiactivamente con "-32P-dCTP, que consistía en un fragmento de cDNA de 700 pb
obtenido mediante amplificación por PCR con los cebadores OL9B y OL9C, como se
describe en el apartado del clonaje de Ole e 9. 
Figura 52:  Análisis mediante Northern blot del RNA total de los pólenes de (1) O. europaea, (2) L. perenne,
(3) C. dactylon, (4) A. vulga ris, (5) S. kali , (6) S. vulgaris , (7) L. vulgare , (8) F. excelsior y (9) B. verrucosa .
Los números corresponden a los marcadores de RNA utilizados como patrones, indicándose  su tamaño en kb.
En el polen de olivo se detectó un único transcrito de 1580 pb, y tan sólo se observó
la presencia de niveles considerables de mRNA en algunos de los pólenes de oleáceas,
siendo la señal de mayor intensidad en el polen de F. excelsior. Mucho menor fue la señal
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de L. vulgare, y negativa en S. vulgaris y en los pólenes no relacionados filogenéticamente
con el olivo (figura 52). Estos resultados sugieren que, en el caso de que existan $-1,3-
glucanasas largas y ácidas en los pólenes ensayados, el grado de conservación de estas
moléculas a nivel de la secuencia de nucleótidos es bajo.
Estos estudios de búsqueda de proteínas homólogas a Ole e 9 en otras especies
vegetales se encuentran en fase muy preliminar. Para sacar conclusiones definitivas, estos
estudios habrá que realizarlos con un mayor número de extractos, principalmente, de frutas
y verduras, por dos razones. Una es que estas enzimas, que presentan una estructura
tridimensional muy conservada, deben cumplir una función biológica importante en las
plantas ya que se encuentran ampliamente distribuidas en las mismas, habiendo sido
relacionadas, entre otros procesos, con el de la maduración del fruto. Estudios realizados
por Hinton y Pressey [1980] demostraban la existencia de actividad $-1,3-glucanasa
durante el proceso de maduración del fruto en melocotón y en tomate y, recientemente, se
ha aislado de la pulpa del plátano una $-1,3-glucanasa en gran cantidad [Peumans y col.,
2000]. Sin embargo, todavía no se ha estudiado su alergenicidad. La segunda razón es que
Hev b 2, $-1,3-glucanasa de látex y alergeno principal de esta fuente, ha sido relacionado
con la reactividad cruzada entre frutas y látex [Yagami y col., 1998], ya que es reconocido
por los sueros de pacientes alérgicos a tomate, patatas y plátano, por lo que, además, ha sido
asociado con el llamado “síndrome látex-frutas”. Por otro lado, el hecho de que las $-1,3-
glucanasas se encuentren ampliamente distribuidas en plantas podría convertirlas en un
nuevo panalergeno capaz de inducir reactividad cruzada entre vegetales [Yagami y col.,
1998]. Con el descubrimiento de Ole e 9, única $-1,3-glucanasa con carácter alergénico
descrita en polen, la panalergenicidad de esta familia de proteínas podría hacerse extensible
a pólenes, pudiendo contribuir a explicar la reactividad cruzada que se ha encontrado entre
pólenes y frutas.
La existencia de alergenos con un amplio espectro de distribución no es un concepto
nuevo. Las profilinas se han descrito como responsables de la reactividad cruzada entre
pólenes y una gran variedad de alimentos de origen vegetal [Calkhoven y col., 1988; Vallier
y col., 1992]. Más recientemente, se han considerado como panalergenos presentes en
numerosas frutas las LTP [Pastorello y col., 1994; Sánchez-Monge y col., 1999], las
quitinasas, que también han sido relacionadas con el “síndrome látex-frutas” [Blanco y col.,
1999; Díaz-Perales y col., 1999; Sánchez-Monge y col., 2000], y otras proteínas
relacionadas con la defensa de las plantas [Breiteneder y Ebner, 2000]. Se plantea, por ello,
la cuestión ¿qué tienen las proteínas de defensa en común?. Todas ellas tienen un tamaño
pequeño, entre 5 y 70 kDa, son solubles, estables y resistentes a la proteolisis,
características todas ellas fundamentales para que una proteína sea un alergeno. En este
sentido, cabe hacer una llamada de atención sobre las complicaciones que pueden surgir
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como consecuencia de la modificación genética de las plantas con el fin de mejorar la
resistencia de éstas al ataque de plagas de insectos, hongos y otros agentes invasivos, ya que
la inserción de nuevos genes o el aumento en los niveles de expresión de aquellos que
codifiquen proteínas de defensa podría conducir a un aumento en el potencial alergénico
de esas plantas. 
ESPECIFICIDAD DE TEJIDO DEL mRNA DE Ole e 9
Se ha analizado la expresión del mRNA de Ole e 9, en diversos tejidos del árbol del
olivo, mediante hibridación de los RNA aislados de polen, tallo, hoja y fruto. Estas
muestras tras ser fraccionadas en un gel de agarosa al 1.2% con formaldehído y transferidas
a membranas de nylon, se hibridaron con la misma sonda utilizada para el experimento
anterior marcada radiactivamente con "-32P-dCTP. Un único transcrito de 1580 pb se
detectó en polen (figura 53). Ninguna señal fue observada en los restantes tejidos del olivo,
lo que sugiere que el gen que codifica el alergeno Ole e 9 se expresa exclusivamente en
polen. Ninguno de los alergenos del polen de olivo descritos hasta la fecha ha sido
localizado en otro tejido distinto, esto podría explicar la ausencia de hipersensibilidad de
los pacientes alérgicos al polen cuando ingieren aceitunas o aceite de oliva. 
Figura 53: Análisis por Northern blo t del RNA de  tejidos de olivo. S e aplicaron 10 :g de RNA total por
pocillo. Los números corresponden a los marcadores d e RNA utilizado s como patrone s, indicándose su
tamaño en kb.
Las $-1,3-glucanasas son enzimas que varían en su localización tisular. Así las
enzimas de la clase I (cortas y pI básico) se acumulan, principalmente en raíces y en hojas
[Felix y col., 1986; Shinshi y col., 1987; Neale y col., 1900], de forma que su acumulación
en las hojas de la parte superior de la planta es menor que en las de la parte inferior y
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parecen tener un fuerte efecto antifúngico [Vögeli y col., 1994; van de Rhee y col., 1993].
Las $-1,3-glucanasas de la clase II y III (cortas y pI ácido) se localizan de forma
constitutiva en flores y semillas pero no en hojas y raíces [Hennin y col., 1993], aunque se
puede inducir la expresión de sus genes en estos tejidos en respuesta al ataque de
patógenos. Por otro lado, se han descrito glucanasas que se expresan específicamente en
tejidos reproductores como Tag1 y Sp41 de anteras y estilo, respectivamente, del tabaco
[Bucciaglia y Smith, 1994; Lotan y col., 1989] y que no parecen estar relacionadas con los
procesos de defensa de las plantas. Las enzimas de B. napus (Bn-A6) y A. thaliana (At-A6)
son específicas de anteras y se han implicado en el proceso de germinación del polen, al
correlacionarse su expresión durante la degradación de la callosa que forma la pared de la
tetrada [Hird y col., 1993]. Finalmente, encontramos la enzima de S. gilgiana (Sg-GN1)
específica de células del amento de flores masculinas [Futamura y col., 2000], que aunque
no está descrita su localización exacta dentro de la flor, parece que se pudiese expresar en
anteras. En general, la localización tisular de las distintas clases de $-1,3-glucanasas es muy
compleja, así como su patrón de regulación ya que, además, difiere entre las distintas
especies.  Sin embargo, no se ha descrito hasta la fecha ninguna $-1,3-glucanasa específica
de polen, lo que convertiría a Ole e 9 en la primera descrita en este tejido donde podría
ejercer un papel importante en la formación del polen o en el desarrollo del tubo polínico,
aunque tampoco habría que descartar una posible actuación de defensa frente a agresiones
externas.
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EXPRESIÓN DEL ALERGENO Ole e 9 EN PICHIA PASTORIS
Ya se ha comentado en la introducción de esta memoria las ventajas que supone la
utilización de los alergenos recombinantes, no sólo por el hecho de que la cantidad obtenida
es mayor que la que se puede aislar de la fuente natural, sino por la posibilidad que ofrece
esta tecnología de manipular y alterar las propiedades de las proteínas. De manera
particular, en el diagnostico y en el tratamiento de la alergia parece cada vez más necesario
la utilización de estas moléculas alergénicas recombinantes, bien caracterizadas y con
propiedades equivalentes a las de los alergenos naturales debido a la dificultad que supone
obtener preparaciones homogéneas de alergenos a partir de sus fuentes naturales. Por tanto,
el primer objetivo después de la clonación y secuenciación de Ole e 9, es introducir el gen
en un sistema de expresión apropiado con el fin de obtener una forma recombinante del
alergeno que sea biológicamente activa. Se ha escogido el sistema de expresión de P.
Pastoris porque la expresión de proteínas que presentan puentes disulfuro y están
glicosiladas, como Ole e 1, había proporcionado moléculas activas biológica e
inmunológicamente. Además, aunque Ole e 1 y Ole e 9 comparten algunas características
moleculares como son la glicosilación y la presencia de puentes disulfuro, tienen
diferencias significativas como son el tamaño y la actividad biológica lo que permitiría
validar y ampliar las posibilidades de utilización de este sistema de expresión tanto para
alergenos del polen de olivo como de otras fuentes naturales.
Clonaje y expresión de Ole e 9
Para la expresión de Ole e 9 se escogieron los clones 48 y 12, ambos tienen la
misma estructura primaria, pero el primero posee la secuencia de la preproteína con el
péptido señal y el segundo contiene la proteína madura (figura 39). Para la amplificación
por PCR del clon 48 se habían empleado los cebadores NTC-OL9 y CT-OL9, que llevaban
los sitios de restricción XhoI y NotI, respectivamente. El clon 12 había sido amplificado con
los cebadores NT-OL9 y CT-OL9, el primero no sólo incluye el sitio Xho I, sino también
parte de la secuencia del prepropéptido factor ", que conduce a las proteínas sintetizadas
en P. pastoris hacia la ruta de secreción. Los dos clones estaban clonados en el vector pCR
2.1. La expresión simultánea de ambos clones permitiría comprobar si la secuencia del
péptido señal de Ole e 9 era o no reconocida por peptidasas específicas de P. pastoris como
ocurre en algunas proteínas de origen vegetal o procedentes de hongos [Martínez-Ruiz y
col., 1997]. En caso de que fuera procesada, podría, también, comprobarse si ello ocurriría
por el mismo sitio que la forma natural en el polen. Para ello fue necesario utilizar dos
vectores de expresión distintos: pPICZ"A para el clon 12, que incluye la secuencia
prepropéptido factor " que permitie la fusión de la región codificante de la proteína a
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continuación de dicha secuencia, y pPICZA para el clon 48, que no incluye la secuencia de
secreción endógena.
Figura 54: Estrategia de clonaje de Ole e 9 en los vectores de expresión pPICZA y pPICZ"A.
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La construcción de los plásmidos recombinantes pPIZ"A/Olee9 y pPICZA/psOlee9
se realizó insertando el fragmento de DNA resultante de la digestión de las construcciones
pCR 2.1/OLE12 y pCR 2.1/OLE48, respectivamente, con las enzimas XhoI y NotI en los
mismos sitios de los plásmidos pPICZ"A y pPICZA de forma que el gen de Ole e 9 queda
situado a continuación del promotor AOX1, inducible por metanol (figura 54). Para poder
introducir estas construcciones en el genoma de la levadura se linearizaron digiriendo con
la enzima de restricción SacI, y se emplearon para transformar células de P. pastoris X-33
utilizando el método que hace uso de polietilenglicol.
Todas las células transformantes obtenidas mostraron un fenotipo Mut+, como
cabría esperar tras la inserción del plásmido linearizado en el genoma de la levadura, según
se muestra en la figura 54. Entre ellas se escogieron cinco de cada construcción para ser
inducidas con metanol siguiendo el mismo protocolo que se había empleado para las cepas
Muts de Ole e 1, y testar los niveles de producción de proteína. Se tomaron muestras del
medio extracelular del cultivo a distintos tiempos y se analizó el nivel de expresión, no
detectándose ninguna banda proteica del tamaño esperado ni con tinción con azul de
Coomassie ni con plata para ninguna de las dos construcciones. Para comprobar si el
problema radicaba en la baja producción y de ahí su detección negativa mediante tinción
con azul de Coomassie, las alícuotas de las diez colonias recogidas a las 96 horas de
inducción fueron sometidas a una electroforesis en PAGE-SDS y posteriormente
transferidas a una membrana de nitrocelulosa para realizar una inmunotinción con una
mezcla de cinco sueros positivos a nOle e 9. En el caso de las colonias trasformadas con
la construcción pPICZA/psOlee9 no se detectó expresión de proteína en el medio
extracelular, lo parecía ser debido a que P. pastoris no reconociese el péptido señal de Ole
e 9 y no fuese secretada al medio. Aunque las secuencias señal tienen una serie de
características comunes a todos los organismos eucariotas, no son necesariamente
intercambiables [von Heijne y Abrahamsén, 1989]. Se han descrito ejemplos de secreción
en P. pastoris usando la propia secuencia señal de la proteína heteróloga [Martínez-Ruiz
y col., 1997], pero también existen otros casos en los que no se ha conseguido secretar el
producto si no se usa una secuencia señal ya probada en P. pastoris. En el caso de la
construcción, pPICZ"A/Olee9, lo que parecía haber ocurrido era que la proteína se había
degradado ya que se detectaban bandas de bajo peso molecular que no se encontraba en los
controles negativos (células transformadas con el plásmido sin inserto e inducidas
siguiendo el mismo protocolo). Este hecho se confirmó transfiriendo alícuotas del medio
a las 24 y 48 h de inducción, que fueron teñidas con la misma mezcla de sueros. Como se
observa en la figura 55, a las 24 h se detecta expresión de una proteína de masa molecular
aparente de 47 kDa capaz de unir IgE, pero esta proteína es degradada casi totalmente a las
48 h.
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Figura 55: Expresión de rOle e 9 en cinco colonias (1-5) transformadas a las 24 y 48 h de inducción. Los
números marcan los patrones de masa molecular.
Para intentar mejorar la producción del alergeno, se escogió una de las colonias
previamente testadas y se realizó la inducción con metanol sin llevar a cabo el paso previo
de la concentración cuando las células pasan del medio de crecimiento (BMGY) al medio
de inducción (inducción de cepas Mut+ en materiales y métodos). Así, se testó la producción
de proteína empleando tres medios distintos (BMMY, BMMH y MMH). BMMH es un
medio mínimo tamponado, que facilita la purificación de las proteínas expresadas al carecer
de determinadas proteínas y pigmentos que aportan la peptona y el extracto de levadura, y
MMH es un medio no tamponado, con su utilización se pretendía evitar que actuasen las
proteasas activas a pH neutro. Se emplearon también estos medios añadiendo 1% de
casaminoácidos para inhibir proteasas extracelulares, pero los resultados fueron idénticos
con y sin casaminoácidos. Se tomaron muestras del cultivo a distintos tiempos (0, 6, 24,32
y 48 h) y se analizó el nivel de expresión (figura 56A). Aunque, en todos lo casos, tras 6
h de inducción ya se puede observar una banda en PAGE-SDS con una masa molecular
aparente de 47 kDa, la máxima producción se consigue a las 48 h. Para confirmar que la
proteína expresada era Ole e 9, se transfirieron las muestras a membranas de nitrocelulosa
y se tiñeron con una mezcla de cinco sueros reactivos frente a nOle e 9, dando, así mismo,
una reacción positiva. En todos los casos seguía habiendo algo de degradación de la
proteína, observándose un fragmento que muestra reacción positiva con los sueros. Puesto
que la degradación aumenta con el tiempo, en la producción de esta proteína es muy
importante la selección del tiempo de inducción adecuado, que no debe ser superior a las
48 h. Finalmente se seleccionó el medio BMMH para la producción a gran escala del
alergeno.
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Figura 56: Expresió n de rOle e 9 a distintos tiempos de inducción del cultivo empleando tres medios de
cultivo distintos (M MH, B MM H y BM MY) , analizados  mediante  la tinción con p lata (A) y con  una mezc la
de sueros de pacientes alérgicos (B).
Aislamiento del alergeno recombinante, rOle e 9
La purificación de rOle e 9 se llevó a cabo a partir del sobrenadante del cultivo
celular dializado, mediante una sola etapa cromatográfica utilizando un intercambio iónico
en DEAE- celulosa y eluyéndose la proteína con un gradiente en bicarbonato amónico pH
8.0. En la figura 57A se muestra el perfil de elución de esta cromatografía registrado a 280
nm. El alergeno recombinante eluye a una fuerza iónica entre 0.12-0.15 M. Un análisis del
grado de pureza del alergeno obtenido se recoge en la figura 57B. Los intentos para mejorar
la purificación del alergeno recombinante empleando cromatografías de penetrabilidad,
resultaron infructuosos, puesto que cuando se aumentaba la concentración de proteína, rOle
e 9 tendía a precipitar, e incluso, se producía su desnaturalización: el análisis posterior
mediante PAGE-SDS en condiciones no reductoras rendía el dímero de rOle e 9.  
El rendimiento de la producción es de 2 mg del alergeno recombinante puro, por
litro de cultivo celular. El rendimiento es mucho menor que el obtenido en la producción
de rOle e 1 y mOle e 1, pero comparable con el rendimiento obtenido en la producción de
otros alergenos en este mismo sistema, como puede ser Cyn d 1 (1.5 mg/L de
cultivo)[Smith y col., 1996].
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Figura 57: Aislamiento de rOle e 9. (A) Perfil de elución de la cromatografía de intercambio iónico en
DEAE-celulosa. La absorción de las fracciones del eluído se registró a 280 nm. Con línea discontinua se
representa  el gradiente a plicado p ara la elución  de la proteín a. Con línea gruesa se marcan las fracciones
correspondientes a rOle e 9. (B) PAGE-SDS (12%) de rOle e 9 purificada (R) y nOle e 9 (N). M, marcadores
de masa molecular.
Caracterización molecular
El análisis de la secuencia NH2-terminal del alergeno recombinante rOle e 9
mediante degradación de Edman resultó infructuoso, lo que podría ser un dato a favor del
correcto procesamiento de la proteína, que como ya se ha visto presenta una Gln en la
primera posición que se cicla impidiendo la obtención de secuencia. La composición de
aminoácidos de la proteína recombinante producida mediante hidrólisis ácida y análisis
automático coincide con la secuencia deducida del clon expresado. 
La determinación de la masa molecular de rOle e 9 mediante espectrometría de
masas fue infructuosa debido a que, por razones desconocidas, la proteína no se volatiliza.
El alergeno recombinante, rOle e 9, presenta una masa molecular aparente de 47
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kDa, valor ligeramente superior que el de nOle e 9 -45.5 kDa- (figura 57). Esta diferencia
podría ser atribuida al grado de glicosilación que produce P. pastoris. Como ya se ha visto
en esta memoria la diferencia en masa de la proteína natural, nOle e 1, y la recombinante,
rOle e 1, era debida al oligosacárido rico en manosas que une P. pastoris a la cadena
polipetídica de las proteínas secretadas. Para comprobar que rOle e 9 estaba glicosilada, se
transfirió la proteína a una membrana de nitrocelulosa y se hizo reaccionar con la lectina
Con A y se comparó con la respuesta de nOle e 9. Como se observa en la figura 58, la
reacción fue positiva.
Figura 58: Análisis de la glico silación de rO le e 9. Reacción con la lectina Con
A de nOle e 9 (N) y rOle e 9 (R).
Caracterización inmunológica de rOle e 9
Se ha comparado la capacidad de unión a anticuerpos IgE de rOle e 9 y nOle e 9.
Para ello se ha ensayado, mediante inmunotransferencia, el reconocimiento por parte de una
mezcla de cinco sueros (figura 59A) y por 7 sueros individuales de pacientes alérgicos a
olivo que presentaban IgE frente a Ole e 9 (figura 59B). El resultado demuestra que rOle
e 9 es reconocida por las IgE de sueros sensibles a nOle e 9.
La unión de IgE a rOle e 9 y a nOle e 9 se midió, también, de forma cuantitativa
mediante un ensayo de titulación (figura 60). Las curvas de titulación son similares aunque
no idénticas, lo que podría atribuirse a la pérdida de epítopos no sólo aquellos presentes en
la cadena polipetídica -algunas de las isoformas de nOle e 9 pueden estar implicadas en el
reconocimiento de IgE-, sino glicosídicos. Aunque no se ha estudiado la naturaleza del
grupo glicosídico que Ole e 9 tiene unido a su molécula, la mayoría de los N-oligosacáridos
unidos a glicoproteínas de plantas muestran un componente glicosídico complejo con una
estructura básica común que posee xilosa, y a veces, fucosa, estructuras muy antigénicas
[Sturm, 1991]. Concretamente, el alergeno Ole e 1, que se ha demostrado tiene capacidad
para unir IgE de pacientes alérgicos [Batanero y col., 1996], contiene dos estructuras
glicosídicas mayoritarias, una “rica en manosas” y otra de tipo “híbrido” que contiene un
residuo de xilosa. Como se ha mencionado en esta memoria, el oligosacárido que la
levadura P. pastoris une a la cadena polipeptídica es rico en manosas y por tanto, diferente
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del que posee la forma natural. Esta diferencia podría ocurrir, de igual forma, con las
moléculas natural y recombinante de Ole e 9.
Figura 59: Inmunodetección de los alergenos nOle e 9 (N) y rOle e 9 (R) después de someterlos a
electrofore sis en PAGE -SDS y transferirlos a membranas de nitrocelulosa; (A) empleando una mezcla de
sueros y (B) empleando siete sueros (1-7) de pacientes alérgicos a olivo.
Figura 60: Curvas de titulación de la unión de IgE de una
mezcla  de sueros de pacientes alérgicos, frente a nOle e 9 y
rOle e 9 absorbidos a placas de poliestireno.
Para comprobar si rOle e 9 era equivalente inmunológicamente a nOle e 9, se
realizaron ensayos de inhibición en ELISA usando una mezcla de cinco sueros. Se tapizó
con una u otra proteína, y se inhibió alternativamente con las dos. Como se observa en la
figura 61, ambos alergenos presentan la misma capacidad para inhibir la unión de
anticuerpos IgE al otro, indicando que ambas son capaces de saturar los epítopos IgE de la
forma alternativa del alergeno.
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Figura 61: Curvas de inhibición en ELISA de la unión de IgE de una mezcla de cinco sueros de pacientes
alérgicos a olivo a nOle e 9 (A) y a rO le e 9 (B) adsorb idos a poliestireno, utilizando como inhibidores los
alergenos nOle e 9 (!) y rOle e 9 (#).
A la vista de estos resultados, se puede concluir que se ha obtenido en P. pastoris
un alergeno recombinante que conserva de forma similar las propiedades inmunológicas
de la proteína natural. Sin embargo, la producción del alergeno recombinante, rOle e 9, así
como su manejo, se encuentran en fase preliminar habiéndose encontrado pequeños
inconvenientes, como es el bajo rendimiento obtenido en la producción, que han de ser
mejorados. Posteriormente, esta molécula ha de ser validada en diagnóstico cutáneo para
poder usarla con fines de diagnosis. Por otro lado, un mayor conocimiento inmunológico
del nuevo alergeno Ole e 9 permitiría su uso, como fin último, en inmunoterapia.
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El trabajo de investigación presentado en esta memoria ha aportado una serie de
resultados que han permitido, por un lado, validar el sistema de expresión en la levadura
P. pastoris para la producción de alergenos que presenten modificaciones
postraduccionales, y por otro, se ha logrado el aislamiento, la caracterización molecular e
inmunológica,  y la producción recombinante de un nuevo alergeno del polen de olivo de
alto peso molecular y notable incidencia clínica.
1.- Se ha producido una isoforma de Ole e 1 (Clon 3c), alergeno principal del polen de
olivo, como proteína recombinante en la levadura P. pastoris. La proteína recombinante
obtenida es secretada al medio extracelular por la levadura a partir de donde se ha
purificado, mediante dos etapas cromatográficas, con un alto rendimiento (25 mg del
alergeno purificado por litro de cultivo celular). Se ha realizado la caracterización
molecular, estructural e inmunológica de la proteína recombinante, demostrándose su
equivalencia con la proteína natural. También, se ha validado la eficacia de rOle e 1 en el
diagnóstico de los pacientes alérgicos a olivo.
2.- Se ha producido un mutante no glicosilado de Ole e 1, mOle e 1, en la levadura P.
pastoris. La estrategia seguida ha sido la mutación de la Asn 111, sitio de glicosilación de
Ole e 1, por una Gln. La proteína obtenida es secretada al medio extracelular por la
levadura lo que ha permitido, también, purificarla con un alto rendimiento. Se ha realizado
la caracterización molecular, estructural e inmunológica del alergeno mutante
demostrándose su equivalencia con los alergenos recombinante y natural. La equivalencia
estructural entre mOle e 1 y rOle e 1 ha permitido descartar la implicación del oligosacárido
de Ole e 1 en el mantenimiento de la estructura tridimensional de la proteína.
3.- Se ha purificado un nuevo alergeno del polen de olivo, Ole e 9, a partir del extracto
salino, mediante tres etapas cromatográficas: dos de penetrabilidad en Sephadex G-150 y
una de afinidad en phenyl-Sepharosa.
a.- El alergeno Ole e 9 es una glicoproteína ácida (pI teórico 5.6), constituida por
una única cadena polipeptídica con una masa molecular de 46.4 kDa, que presenta
polimorfismo.
b.- Se ha demostrado la capacidad de Ole e 9 purificada para unir anticuerpos IgE.
El estudio de la frecuencia de sensibilización de los pacientes alérgicos a polen de olivo a
este nuevo alergeno ha mostrado que se trata de un alergeno principal ya que es reconocido
en ELISA por el 52-65% de los pacientes alérgicos. 
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c.- Se ha determinado parte de la estructura primaria de Ole e 9 mediante la
digestión proteolítica del alergeno con tripsina, y posterior secuenciación mediante
degradación de Edman de los péptidos obtenidos. 
d.- Se ha clonado el cDNA de Ole e 9, sintetizado a partir del RNA total del polen
de olivo, mediante amplificación por PCR, lo que ha permitido determinar la estructura
primaria completa de este alergeno. La comparación de las secuencias de aminoácidos
deducidas de los clones secuenciados confirma la naturaleza polimórfica de Ole e 9.
e.- Ole e 9 presenta homología con enzimas $-1,3-glucanasas de distintas especies
y presentes en distintos tejidos. Estas enzimas están relacionadas con los mecanismos de
defensa de las plantas frente al ataque de patógenos, así como con procesos normales del
desarrollo de las plantas. 
f.- Se ha demostrado la capacidad endoglicolítica de Ole e 9 mediante ensayos
enzimáticos usando como sustrato laminarina. Ole e 9 presenta una actividad específica de
38 mg de glucosa liberados por minuto y por :mol de enzima a un pH óptimo de 5.0.  
g.- El mRNA correspondiente a Ole e 9 se localiza exclusivamente en el polen, tal
como demuestra el análisis por Northern blot.
h.- Ole e 9 es la primera $-1,3-glucanasa detectada en polen donde podría ejercer
un papel biológico durante la formación del mismo, durante el desarrollo del tubo polínico,
o bien de defensa ante el ataque de agentes patógenos.
i.- No se han detectado -mediante ensayos de inhibición en ELISA o de Northern
blot- proteínas homólogas a Ole e 9 en pólenes de otras fuentes biológicas, a no ser que
éstas se encuentren muy próximas filogenéticamente al olivo. Este dato indica que, en el
caso de que existan proteínas homólogas a Ole e 9 en otros pólenes, su secuencia de
aminoácidos no esta significativamente conservada.
j.- Uno de los clones de Ole e 9 ha sido producido en la levadura P. pastoris, donde
se ha obtenido como proteína de secreción en el medio extracelular a partir del cual se ha
purificado con buen rendimiento. Esta proteína recombinante conserva las propiedades
inmunológicas de la forma natural del alergeno.
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ABREVIATURAS
APC Célula presentadora de antígeno






dNTPs Mezcla equimolar de los cuatro desoxirribonucleótidos
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético
ELISA Ensayo de inmunoadsorción con enzimas ligadas
FceRI Receptor de alta afinidad del fragmento Fc de IgE 
GAM-HRP Anticuerpo de cabra frente a IgG de ratón conjugado con peroxidasa
GAR-HRP Anticuerpo de cabra frente a IgG de conejo conjugado con
peroxidasa
HLA Antígenos de histocompatibilidad de leucocitos humanos
IL Interleuquina
IPTG Isopropiltiogalactósido
MALDI-TOF Espectrometría de masas de desorción ionización asistida por láser
en matriz-tiempo de vuelo
Man Manosa
MHC Complejo principal de histocompatibilidad
mOle e 1 Forma mutante del alergeno Ole e 1
Mops Ácido 3-(N-morfolin) propano sulfónico
nOle e 1 Forma natural, aislada del polen, del alergeno Ole e 1
nOle e 9 Forma natural, aislada del polen, del alergeno Ole e 9 
LB Medio de cultivo Luria-Bertani
LTPs Proteínas transferidoras de lípidos
OPD o-fenilendiamina
PAGE-SDS Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sódico
PCR Reacción en cadena de la polimerasa
PMSF Fluoruro de ffenilmetilsulfonilo
PNGasa F Péptido-N-glicosidasa F
RNAsa Ribonucleasa
rOle e 1 Forma recombinante del alergeno Ole e 1
rOle e 9 Forma recombinante del alergeno Ole e 9
RP-HPLC Cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa
SSC Solución de cloruro sódico y citrato sódico
TFA Ácido trifluoracético
Tm Temperatura de fusión
Tween 20 Monolaurato de polioxietilensorbitano
